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RESUMO 

 

Nesse trabalho é proposta uma aplicação inédita para os nanotubos de carbono magnético de 

acesso restrito (M-RACNTs) na extração de cádmio e chumbo em leite. Esses materiais foram 

obtidos pela modificação de nanotubos de carbono (CNTs) comerciais com nanopartículas de 

magnetita e a subsequente funcionalização de superfície com uma camada quimicamente 

reticulada de albumina de soro bovino (BSA). Os M-RACNTs foram empregados como 

sorventes para a extração e pré-concentração de Pb2+ e Cd2+  diretamente em amostras de leite, 

utilizando a técnica de extração em fase sólida dispersiva magnética. A mineralização da 

amostra não foi necessária. Por serem materiais magnéticos, os M-RACNTs puderam ser 

separados da amostra com auxílio de um ímã de neodímio, e os íons metálicos foram 

determinados por espectrometria de absorção atômica com chama. Os parâmetros de extração 

foram avaliados por otimização multivariada (planejamento fatorial e matriz de Doehlert). O 

método validado mostrou-se simples, rápido, sensível, seletivo, robusto e preciso. Além disso, 

coeficientes de determinação ≥ 0,99 e limites de quantificação de 10 µg L-1 foram obtidos, tanto 

para os íons Pb2+ quanto para os íons Cd2+. O método desenvolvido foi capaz de determinar 

ambos os metais em concentrações abaixo dos limites máximos de resíduos estabelecidos pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (20 e 50 µg L-1 para Pb2+ e Cd2+, respectivamente), 

demonstrando que M-RACNTs são materiais promissores para extração de metais de amostras 

complexas, sem a necessidade de procedimentos de mineralização.  

 

Palavras-chave: Chumbo, Cádmio, Nanotubos de carbono magnético de acesso restrito, 

espectrometria de absorção atômica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

In this work, magnetic restricted access carbon nanotubes (M-RACNTs) were used to extract 

lead and cadmium from untreated milk sample. These materials were obtained by modifying 

commercial carbon nanotubes (CNTs) with magnetite nanoparticles and subsequent surface 

functionalization with a chemically modified layer of cross-linked bovine serum albumin 

(BSA). The M-RACNTs were employed as sorbents for the extraction and pre-concentration 

of Pb2+ and Cd2+ directly from milk samples, using magnetic dispersive solid phase extraction. 

Thus, the mineralization step of the biological sample was not need. Because they are magnetic 

materials, the M-RACNTs could be separated from the sample with a neodymium magnet, and 

the metals were determined by flame atomic absorption spectrometry. The extraction 

parameters were evaluated by multivariate optimization (factorial design and Doehlert matrix). 

The validated method proved to be simple, fast, sensitive, selective, robust and precision. In 

addition, coefficients of determination ≥ 0.99 and the limit of quantification of 10 µg L-1 were 

obtained for Pb2+ and Cd2+ ions. The developed method was able to determine both metals in 

concentrations below the maximum residue limits established by the National Health 

Surveillance Agency for milk (20 and 50 µg L-1 for Pb2+ and Cd2+, respectively), demonstrating 

that M-RACNTs are promising materials for extraction of metals from complex samples, 

without the need for mineralization procedures. 

 

Keywords: Lead, Cadmium, Restricted access magnetic carbon nanotubes, Flame atomic 

absorption spectrometry. 
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1 INTRODUÇÃO   

 

Alguns metais presentes na natureza têm importante papel metabólico para os 

organismos e, de acordo com suas concentrações, podem ser classificados em macroelementos, 

microelementos, ou elementos traço. Considerando a função biológica, estes últimos podem ser 

subdivididos em: essenciais  (V, Mo, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,  Zn, Sn, Se, F, I); com 

função  biológica não conhecida (B, Al, Ga, In, Tl, Ge, Be, Rb, Cs, Te, Po, Br, entre 

outros); ministrados em medicamentos (Li, Y, Pt, Ag, Au, Sb, Bi); e tóxicos (Cr, Cd, Hg, Pb, 

As) (BARBOSA et al., 2015; BURGUERA; BURGUERA, 2009).  Quando presentes em 

concentrações superiores aos níveis naturais, os metais apresentam toxicidade que geram uma 

grande preocupação para a saúde dos indivíduos expostos. 

O emprego de tecnologias inadequadas e o uso indiscriminado de produtos químicos na 

agricultura e em diversas áreas de produção têm ocasionado a contaminação de alimentos por 

metais como o chumbo e o cádmio (GONÇALVES; MESQUITA; GONÇALVES, 2008). O 

chumbo pode causar distúrbios do Sistema Nervoso Central e Periférico, problemas 

gastrointestinais, hipertensão arterial, anemias e insuficiência renal, enquanto o cádmio pode 

causar alterações neurológicas e renais, câncer, entre outros (BALALI-MOOD et al., 2021). 

A segurança alimentar tornou-se um tema relevante devido à crescente busca por uma 

melhor qualidade de vida e o direito do consumidor em adquirir produtos seguros para a saúde. 

No entanto, ainda existem vários relatos na literatura de contaminação de leite por metais 

pesados (BOUDEBBOUZ et al., 2022; FEIZI et al., 2020). Dessa forma, métodos analíticos 

são necessários para avaliar a seguridade desses alimentos.  

Quando se trata de matrizes complexas, como o leite, o preparo de amostras é uma etapa 

crucial, considerando a complexidade de sua composição: proteínas, gorduras e açúcares, e essa 

etapa analítica ainda pode ser considerada um desafio para os laboratórios. Protocolos de 

mineralização usando ácidos e agentes oxidantes têm sido preferidos, uma vez que a matriz 

orgânica é destruída e os metais permanecem em condições que podem ser analisadas por 

espectrometria de absorção atômica (AAS) (BARBOSA et al., 2016). Por outro lado, as 

temperaturas drásticas e as pressões necessárias, juntamente com os reagentes empregados, 

tornam o processo perigoso e demorado. Como alternativas, diversos sorventes têm sido 
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empregados em técnicas de extração em fase sólida (SPE, do inglês solid phase extraction) para 

a determinação de metais em diferentes amostras. 

Os nanotubos de carbono (CNTs, do inglês carbon nanotubes) têm recebido destaque 

entre esses sorventes, uma vez que apresentam elevada capacidade adsortiva (BARBOSA et 

al., 2015; HERBST; FERNANDES MACÊDO; ROCCO, 2004) Contudo, o uso de CNTs é 

limitado no tratamento de amostras ricas em proteínas, pela possibilidade de ligação destas 

macromoléculas a superfície dos CNTs, causando obstrução dos sítios de ligação. Para reverter 

esse cenário, Barbosa e colaboradores  (2015) modificaram a superfície de CNTs, 

desenvolvendo os nanotubos de carbono de acesso restrito (RACNTs, do inglês, restrict acess 

carbon nanotubes). O novo material foi obtido pelo recobrimento dos CNTs com uma camada 

externa de BSA quimicamente entrecruzada. Assim, os RACNTs podiam capturar os metais e 

excluir as macromoléculas interferentes presentes na matriz, concomitantemente. O mecanismo 

de exclusão se deve à repulsão eletrostática entre as proteínas da amostra e da camada de BSA, 

ambas negativamente carregadas quando em meios com pHs acima dos seus pontos isoelétricos 

(BALDUINO; FIGUEIREDO; BARBOSA, 2018).   

Estudos mostraram que a utilização de CNTs na extração em fase sólida dispersiva  (d-

SPE, do inglês dispersive solid extraction) teve eficiência comparada com sorventes 

tradicionais, como a C18, amina primária-secundária e carbono preto grafitado, tanto para a 

limpeza dos extratos como para recuperações dos analitos (SHENG et al., 2010). No entanto, 

devido a sua natureza hidrofóbica e ao seu tamanho, os CNTs tendem a se agregar e apresentar 

resistência contra fluxo de um líquido, dificultando o procedimento de d-SPE (YU; XIE, 2012). 

Para contornar tal problema, funcionalizações, como a oxidação e a inserção de partículas 

magnéticas (MPs, do inglês, magnetic particles), podem ser realizadas, tornando-os nanotubos 

de carbonos magnéticos (M-CNTs). Os M-CNTs podem ser facilmente separados do meio com 

a ajuda de um ímã (DANESHVAR TARIGH; SHEMIRANI, 2013) e podem evitar o 

entupimento, problema frequentemente observado em cartuchos e colunas empacotadas com 

sorventes (NAKHJAVAN; BLAND; KHOSRAVIFARD, 2021).  

Em 1973, Robinson P. J. e colaboradores. relataram a tecnologia de suporte magnético, 

que desde então têm atraído grande interesse devido a sua vasta gama de aplicações (P. J. 

ROBINSON, P. DUNNILL, 1973). As vantagens dos materiais magnéticos relacionam-se à 
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facilidade de produzi-los em grande quantidade por meio de um método simples; à alta 

capacidade de adsorção, considerando a sua grande área de superfície; às fortes propriedades 

magnéticas; às baixas toxicidades e ao fato de que podem ser  facilmente isolados de soluções 

com a aplicação de um campo magnético externo (MEHDINIA; ROOHI; JABBARI, 2011). Os 

materiais magnéticos podem ser obtidos a partir da incorporação de nanopartículas de óxido de 

ferro e óxido de cobalto em sorventes convencionais  (CHEN et al., 2009).  

Com base na alta capacidade e dos RACNTs de excluir proteínas e nas vantagens do 

uso dos materiais magnéticos em d-SPE, em 2020, nosso grupo de pesquisa incorporou 

nanopartículas de magnetita (Fe3O4) em RACNTs, resultando em nanotubos de carbono de 

acesso restrito magnéticos (M-RACNTs) (CAMPOS DO LAGO et al., 2020; FRUGERI et al., 

2020). Este novo material foi usado com sucesso para extrair organofosforados de amostras de 

leite. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo a avaliação do desempenho dos M-

RACNTs na inédita extração de chumbo e cádmio em amostras de leite, seguido de análise em 

FAAS.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 Nos tópicos a seguir serão apresentados temas importantes para o entendimento do 

presente trabalho.  

 

 

2.1 NANOTUBOS DE CARBONO 

 

A nanotecnologia vem, ao longo das últimas décadas, despertando grande interesse na 

comunidade científica devido as suas diversas possibilidades de aplicação. Produtos 

nanotecnológicos já podem ser encontrados nas áreas biotecnológicas, biológicas, 

farmacêuticas e industriais (desenvolvimento e fabricação de circuitos eletrônicos, 

produtos esportivos, roupas inteligentes, etc.)  (ZARBIN, 2007).  Dentre os nanomateriais, os 

CNTs são amplamente utilizados devido às suas propriedades favoráveis e merecem destaque.  

 Sumio Iijima (1991) inicialmente propôs os CNTs e os descreveu como estruturas 

cilíndricas e ocas, compostas por uma camada circular de carbonos ligados entre si em 

configuração sp2, apresentando propriedades distintas quando comparados a outros materiais 

(IIJIMA, 1991). Essas propriedades únicas estão relacionadas ao seu pequeno tamanho, grande 

área superficial, alta relação área/volume, estrutura oca, além de possibilidades de modificações 

de superfície com diferentes grupamentos químicos e moléculas orgânicas (PRAJAPATI et al., 

2019). Além disso, os CNTs apresentarem elevada resistência térmica, mecânica e química 

(ALSHEHRI et al., 2016). Em relação a sua estrutura, os CNTs podem ser classificados como 

de paredes simples, quando há uma única folha de grafite enrolada sobre si mesma para formar 

um tubo cilíndrico ou paredes múltiplas, quando diversos destes cilindros estão inseridos um 

dentro outro de maneira concêntrica (Figura 1) (HERBST; FERNANDES MACÊDO; ROCCO, 

2004; SOUZA FILHO; FAGAN, 2007).  
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Figura 1 – Nanotubo de carbono CNT 

 

Legenda: a) Folha de grafite sendo enrolado em forma de cilindro  

  b) Nanotubos de carbono de parede simples 

  c) Nanotubos de carbono de paredes múltiplas.  

Fonte: Adaptado de (ZHAO et al., 2019). 

 

Os CNTs podem se ligar a diversos compostos orgânicos e a metais por meio de 

interações não covalentes, decorrentes de adsorção física, ou por ligações químicas (LIU et al., 

2019). Além disso, as funcionalizações de superfície podem ser usadas para modificar a 

seletividade dos materiais (HUSSAIN; SARIDARA; MITRA, 2009). Para melhorar a interação 

dos CNTs com metais, são comumente realizadas modificações pelo uso de agentes oxidantes 

(como HNO3, H2O2, NaOCl e KMnO4) que interagem com a estrutura dos nanotubos 

promovendo abertura das extremidades das folhas de grafeno e levando à formação de fraturas 

ou defeitos na estrutura tubular (DAI; HE; LI, 2003). O  processo de oxidação promove a 

inclusão de grupos funcionais como -COOH, -OH ou C=O na superfície dos CNTs que, além 

de facilitarem a sorção de metais (Figura 2), também promovem aumento da carga superficial, 

melhorando a dispersão dos nanotubos em solventes (LI et al., 2002; ZHAO et al., 1997). 

 

Figura 2 - Exemplo da adsorção de íons metálicos pelos nanotubos de carbono.   
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Fonte: adaptado de (SITKO; ZAWISZA; MALICKA, 2012). 

 

O uso de CNTs como sorventes em técnicas de SPE tem chamado a atenção de muitos 

pesquisadores, principalmente a partir de 2001 quando Yang e Long fizeram o primeiro relato 

que estes materiais apresentaram uma maior eficiência, em relação ao carvão ativado, para a 

remoção de dioxinas (LONG; YANG, 2001). Desde então os CNTs têm demonstrado um 

grande potencial para a remoção de vários tipos de contaminantes orgânicos e inorgânicos, 

incluindo o 1,2- diclorobenzeno (PENG et al., 2003), trihalometanos (LU; CHUNG; CHANG, 

2005),  microcistinas (YAN et al., 2006), flúor (LI et al., 2001), chumbo (LI et al., 2002), 

níquel (CHEN; WANG, 2006) e arsênio (PENG et al., 2005) de amostras de água. 

Nos últimos anos, no entanto, é notada uma tendência de aplicação dos CNTs 

modificados em amostras mais complexas, como as biológicas (BARBOSA et al., 2016) e 

alimentares (CAMPOS DO LAGO et al., 2020). O uso desses materiais visa a minimização de 

etapas prévias, diminuindo a manipulação da amostra pelos analistas (minimizando perdas e 

contaminações e aumentando a frequência analítica). Contudo, a aplicação dos CNTs em 

amostras ricas em proteínas pode ser limitada pela adsorção indesejada de macromoléculas em 

sua superfície. Assim, o conceito CNTs de acesso restrito foi desenvolvido e vem sendo 

aplicado para diferentes análises. 

 

2.2 MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO   

 

Dentre as operações analíticas, a etapa de preparo da amostra é a mais crítica, pois é 

nela que se cometem mais erros e que se gasta mais tempo, além de ser a que apresenta o maior 
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custo (SAFARIKOVA; SAFARIK, 1999). Para a determinação de analitos inorgânicos deve-

se levar em consideração que procedimentos severos de mineralização são comumente 

realizados, havendo a necessidade de uso de ácidos concentrados, altas temperaturas e altas 

pressões, o que proporciona mais riscos ao analista. 

De forma geral, os procedimentos para o preparo das amostras devem ser rápidos e 

convenientes, minimizando perdas do analito, custos e riscos (DE LIMA; CASSIANO; CASS, 

2006). Para obter tais características, técnicas diversas, incluindo o uso de materiais de acesso 

restrito (RAM, do inglês restricted access materials) em técnicas de extração em fase sólida, 

vem sendo desenvolvidas e utilizadas.  

O primeiro RAM foi proposto em 1985 por Hagestam e Pinkerton, com a 

finalidade inicial de permitir a injeção direta de fluidos biológicos em sistemas cromatográficos 

(HAGESTAM; PINKERTON, 1985). Com  o uso de colunas extratoras preenchidas com RAM, 

as amostras são injetadas diretamente no sistema e as macromoléculas são eluidas e descartadas 

com a fase móvel de limpeza, evitando o acúmulo de  proteínas (CHICO et al., 2008), mas 

permitindo a retenção dos analitos por interações  hidrofóbicas ou eletrostáticas com o 

material. Os RAMs combinam os princípios da cromatografia de exclusão e da cromatografia 

em fase reversa, uma vez que a superfície hidrofílica impede a adsorção das macromoléculas 

presentes na matriz, e as propriedades hidrofóbicas dos poros são responsáveis pela retenção 

das moléculas de baixo peso molecular (BOOS; GRIMM, 1999).  

Os mecanismos de exclusão podem ocorrer por processos físicos, devido à uma barreira 

criada pelo menor diâmetro dos poros;  por processos químicos, a partir da formação de uma 

camada externa hidrofílica que impede o acúmulo de proteínas por meio de repulsão 

eletrostática; ou ainda pela combinação de ambos  os processos (KITAHARA et al., 2010).  A 

Figura 3 apresenta exemplos de ambos os casos: impedimento físico e impedimento químico. 
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Figura 3 - Esquema de um material de acesso restrito com mecanismo de exclusão por barreiras 

físicas e químicas.  

 
Fonte: traduzido de (BADAWY et al., 2022). 

 

Nos últimos anos, pesquisas destinadas à modificação química da superfície dos 

adsorventes tradicionais têm sido desenvolvidas com intuito da obtenção de RAMs. Pode-se 

destacar, como uma estratégia bem-sucedida, a formação de uma capa de BSA em torno de 

partículas de sílica, como descrito por Svensson e Arnebrant (2010).  Além disso, Figueiredo e 

colaboradores desenvolveram em 2013 polímeros de impressão molecular revestidos com BSA 

e em 2016 CNTs funcionalizados com uma camada externa de BSA (BARBOSA et al., 2016). 

Desde então esse material vem apresentando taxas de exclusão de proteínas próximas a 100%  

(CRUZ et al., 2020; DE FARIA et al., 2017a; DE LIMA et al., 2016; DOS SANTOS et al., 

2017) e potencialidade para a análise direta de compostos presentes em plasma humano (CRUZ 

et al., 2020), leite   (DE FARIA et al., 2017b) e carne (DE LIMA et al., 2016), sem a necessidade 

de etapas prévias de preparo de amostras  para remoção de proteínas.  

Ainda que num primeiro momento, o emprego dos RAMs tenha sido dedicado a 

extrações de compostos orgânicos, em 2014 esses materiais foram avaliados quanto à sua 

performance na extração de analitos inorgânicos como Pb2+ e Cd2+ em fluidos biológicos 
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(BARBOSA et al., 2015, 2016). Os resultados mostraram alta viabilidade dos RAMs para essas 

análises. 

Por fim, vale ressaltar que além do emprego em técnicas cromatográficas online, os 

RAMs podem ser utilizados em outras técnicas de preparo de amostras, como a extração em 

fase sólida (DU et al., 2014), microextração por sorbente empacotado (CRUZ et al., 2020), pré-

concentração online em análise de injeção de fluxo (FRUGERI et al., 2020) e extração em fase 

sólida dispersiva (CAMPOS DO LAGO et al., 2020).  

 

2.3 EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA DISPERSIVA   

 

As diversas técnicas de pré-tratamento de amostras têm por finalidade a extração do(s) 

analito(s) de uma matriz e a eliminação de substâncias que interferem na análise. Esta etapa é 

comumente realizada de forma manual e é decisiva para assegurar parâmetros como 

detectabilidade, precisão e a exatidão do método desenvolvido. Estudos têm priorizado 

procedimentos de preparos rápidos, com poucas etapas, capazes de produzir 

recuperações quantitativas e reprodutivas do analito e, de preferência, com possibilidades de 

automação (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).  

As técnicas mais relatadas para extração de resíduos e de contaminantes em amostras 

de alimentos são a SPE e a extração líquido-líquido (LLE, do inglês liquid liquid extraction). 

Esses procedimentos têm sido aplicados para diferentes tipos de amostras, incluindo os 

alimentos (LEHOTAY et al., 2010; MARAZUELA; BOGIALLI, 2009).  Técnicas 

provenientes da SPE clássica, como microextração em fase sólida capilar (JARDIM et al., 

2014), SPE magnética  (ZHOU et al., 2020), SPE utilizando polímeros de impressão molecular 

(HE et al., 2015) e d-SPE (LV et al., 2015) também foram relatadas para a determinação de 

analitos em amostras alimentares.  

 Dentre as técnicas citadas pode-se destacar a d-SPE, que foi proposta por Anastassiades 

e colaboradores, 2003 (ANASTASSIADES et al., 2019), com objetivo de superar limitações 

de práticas dos métodos de multiresíduos de extração para época introduziu novo procedimento 

de preparo de amostra,, esta técnica envolve a agitação de uma amostra líquida com um sorvente 

sólido, seguida da separação do sorvente por centrifugação. Uma alíquota da amostra pode ser 
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separada para a análise e/ou pode ser realizada uma etapa de eluição dos analitos extraídos 

utilizando um solvente adequado. No caso da eluição, o sorvente é novamente separado por 

centrifugação e uma alíquota do sobrenadante é analisada (CABRERA et al., 2012). Quando 

comparada com a SPE tradicional, a d-SPE traz uma série de vantagens: maior superfície de 

contato entre o sorvente disperso e os analitos, aumentando a interação entre eles; uso de 

pequenas quantidades de sorventes e solventes, levando a um menor custo; maior rapidez, uma 

vez que não há necessidade de etapas prévias de condicionamento do sorvente; simplicidade e 

versatilidade no desenvolvimento de novos métodos (CABRERA et al., 2012; XIONG; 

CHENG; YANG, 2015). 

 Dunnil e colaboradores, 1973.(P. J. ROBINSON, P. DUNNILL, 1973) utilizaram pela 

primeira vez sorventes magnéticos na técnica de d-SPE trazendo vantagens para o método. Na 

d-SPE magnética (Figura 4), a separação do sorvente é realizada utilizando apenas um ímã, 

deixando o procedimento mais simples e mais rápido principalmente comparado com 

protocolos convencionais de preparo de amostra. O uso de nanopartículas magnéticas têm 

despertado o interesse da comunidade acadêmica, uma vez que esses materiais, de natureza 

superparamagnéticas, apresentam características favoráveis, como alta dispersibilidade, 

elevada proporção entre a superfície e o volume, capacidade de adsorção, possibilidade de 

serem reutilizadas e recicladas, simplicidade de produção em grande escala e possibilidade de 

modificações de superfície (FARAJI; SHIRANI; RASHIDI-NODEH, 2021). 
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Figura 4 - Representação esquemática da extração em fase sólida magnética 

 
Fonte: do autor. 

 

Assim como a SPE convencional, d-SPE magnética também pode ser aplicada em 

diversos tipos de amostras para a extração de diferentes classes de analito. CAMPOS DO 

LAGO e colaboradores. (2020), por exemplo, utilizaram pela primeira vez M-RACNTs na 

técnica de d-SPE magnética para a extração de analitos orgânicos em amostras de leite. Os 

autores relataram um preparo de amostras simples e eficiente e um método analítico com limites 

de quantificação adequados (CAMPOS DO LAGO et al., 2020), demonstrando a viabilidade 

da técnica para o controle de qualidade das amostras de leite.  

 

2.4 CHUMBO E CÁDMIO EM ALIMENTOS  

 

Os metais tóxicos (Cd, Pb, As, Cu, Cr, Ni, entre outros) são encontrados no planeta 

como constituintes naturais de solos e rochas, bem como podem estar presentes em muitos 

produtos e utensílios que são utilizados no cotidiano. Dessa forma, várias são as  maneiras que 

os metais tóxicos podem contaminar o solo, a água e a biota, dentre elas se  destacam a 

deposição atmosférica, os resíduos agropecuários, os fertilizantes e os corretivos, os 
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agroquímicos, os lodos de esgoto, a água de irrigação, os compostos de lixo  urbano e os 

resíduos urbanos, industriais e de mineração (DUARTE; PASQUAL, 2000; KUNO et al., 1999; 

SRIVASTAVA; GUPTA, 1994; SWARUP et al., 2005). 

As condições ambientais associadas às práticas tecnológicas e ao uso indiscriminado de 

produtos químicos na agricultura e na agropecuária tem provocado o aparecimento de 

elementos químicos tóxicos nos alimentos (GONÇALVES; MESQUITA; GONÇALVES, 

2008). As pastagens frequentemente são contaminadas devido à deposição atmosférica, 

proveniente de fundição, de indústrias diversas, e do ambiente urbano (HAMMOND; 

ARONSON, 1964). Chaney et al. (1996) relataram que plantas podem transferir contaminantes 

do solo para os níveis mais altos da cadeia trófica (CHANEY; OLIVER, 1996). Tal afirmação 

é corroborada por outros trabalhos que demonstraram que plantas cultivadas com altas 

concentrações de metais pesados podem oferecer risco à saúde humana (MARTINS; 

BATAGLIA, 2003; RANGEL et al., 2006). Além disso, efluentes contaminados advindos de 

diferentes processos industriais ou pequenas atividades urbanas também podem ser 

responsáveis pela contaminação da água fornecida a animais (ABDEL-RAHMAN, 2021).   

Metais tóxicos, como o chumbo e o cádmio, quando absorvidos não são completamente 

eliminados e provocam alterações metabólicas nos indivíduos expostos, causando prejuízos que 

podem ser irreversíveis (ABDEL-RAHMAN, 2021). A variação na ingestão de contaminantes 

através de alimentos é resultado de diferentes hábitos alimentares e de vários tipos de exposição 

ambiental.   

O chumbo é encontrado como poluente ambiental pela emissão industrial, 

principalmente por fábricas de baterias e incineradores; além de poder ser ingerido a partir de 

alimentos contaminados (OBENG-GYASI, 2019). Mesmo em baixas concentrações, o chumbo 

pode comprometer o sistema nervoso, o sangue e os rins (NASCIMENTO; IZÁRIO FILHO; 

BALTAZAR, 2006). Ainda em 400 a.C., Hipócrates descreveu uma doença que chamou de 

saturnismo, com sintomas que iam de cólica a paralisia, que foi correlacionada com homens 

que trabalhavam com chumbo (REILLY, 1991). No século XVI, Georgius Agricola, em De Re 

Metallica, descreveu o chumbo como um metal “mortal e nocivo”. Já em 1972, o Joint Expert 

Committee on Food Additives (JECFA) estabeleceu a ingestão semanal tolerável provisória 

para chumbo em 50 μg/kg peso corpóreo/semana para adultos. Em 1999, principalmente devido 
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a preocupações com crianças e bebês, o JECFA re-avaliou o risco do chumbo e reduziu a 

ingestão tolerável para 25 μg/kg peso corpóreo/semana, (WHO, 1948) sendo esse valor mantido 

até hoje.  

O cádmio é um metal conhecido por ser extremamente tóxico uma vez que apresenta 

lenta excreção e longa meia-vida (décadas), sendo principalmente acumulado nos rins 

(COTTON, F. A.; WILKINSON, 1999). Pode ser encontrado em alimentos, água e ar, sendo a 

maior exposição humana ao cádmio decorrente do tabagismo e do consumo de alimentos 

contaminados por fertilizantes, esgoto, lama, adubos e deposição atmosférica (DAVIS et al., 

2006). A ingestão de cádmio pode levar a danos renais, distúrbios metabólicos do cálcio, fibrose 

e edema pulmonar,  hipertensão arterial sistêmica, diminuição da produção de anticorpos, 

anemia e diminuição da testosterona  (FERNANDES; MAINIER, 2014; OGA; CAMARGO; 

BATISTUZZO, 2008). Mais recentemente, alguns autores relatam um possível efeito 

carcinogênico e trazem informações de que a ação do cádmio no organismo ocorre devido à sua 

combinação com grupos tióis (SH) de proteínas, o que provoca desarranjos no metabolismo 

(FERREIRA et al., 2007).  

Órgãos reguladores, como ministério da saúde através da “Resolução da Diretoria 

Colegiada – RDC n°42, de 29 de agosto de 2013”, dispõem sobre o regulamento técnico 

MERCOSUL sobre limites máximos de contaminantes inorgânicos em alimentos e adota os 

seguintes limites para chumbo e cádmio sendo de 0,02 mg kg-1 e 0,05 mg kg-1, respectivamente. 

Assim, o desenvolvimento de métodos analíticos dedicados à análise de metais tem ganhado 

destaque com o crescente interesse sobre o acúmulo e a toxicidade dos metais.  Estes elementos 

estão presentes em bebidas e alimentos em baixa concentrações, consequentemente, suas 

determinações neste tipo de matriz requerem o uso de técnicas analíticas de alta detectabilidade. 

Além disso, a etapa de preparo de amostras deve ser cuidadosamente planejada para que não 

ocorra perda do analito durante os processos.  

 

2.5 TÉCNICAS DE ANÁLISES E LIMITES DE METAIS EM LEITE 

 

O consumo de leite é importante e indicado para todas as idades (salvo em caso de 

restrição ou condições específicas), por ser importante fonte de energia e também a melhor 
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fonte de cálcio. O leite apresenta, em média, 88 % de água, 3,22 % de proteínas, 3,25% de 

gordura, e 4,5% de carboidrato (JENKINS; MCGUIRE, 2006). Além de apresentar uma 

variedade de nutrientes não energéticos, mas essenciais para o organismo humano, tais como 

cálcio, fósforo, potássio e vitaminas (WALSTRA et al., 2005). Os elementos ainda podem se 

apresentar na forma de sais ligados dentro de micelas de caseína, esse é o caso do cálcio (67% 

do total está na forma de sal), magnésio (35%) e fosfato (44%). Pequenas concentrações de 

cobre, ferro, manganês, potássio e sódio também são encontradas nesse alimento  (ROCHA, 

2015). 

Para o atendimento dos requisitos na qualidade e segurança da produção do leite, uma 

fiscalização eficiente se faz necessária. No Brasil, o Plano Nacional de Controle de Resíduos e 

Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC/Animal) do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) monitora os níveis de metais tóxicos, tais como 

Pb2+ e Cd2+, e diversos outros resíduos e contaminantes orgânicos e inorgânicos presentes nesta 

matriz. O limite máximo permitido (LMP) para Pb2+ e Cd2+ em leite cru é, respectivamente, 20 

μg L-1 e 50 μg L-1.  Este valor, adotado pelo Brasil, é estabelecido pelo regulamento (CE) nº 

1881/2006 e pelo CODEX STAN 193-1995, 2010. A determinação de Pb2+ e Cd2+ em baixas 

concentrações requer métodos analíticos com boa detectabilidade. Quando a técnica analítica 

disponível para análise não apresenta detectabilidade adequada, são empregados procedimentos 

de pré-concentração.  (BRASIL - MAPA, 2015).  

Na literatura são encontradas técnicas para determinação de Pb2+ e Cd2+ como 

espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS, do inglês flame atomic absorption 

spectrometry) (ELIK; DEMIRBAŞ; ALTUNAY, 2022), espectrometria de absorção atômica 

em forno de grafite (GFAAS, do inglês graphite furnace atomic absorption spectrometry) 

(RIBEIRO MENEZES et al., 2021), espectrometria de emissão atômica com plasma de 

indutivamente acoplado (ICP-OES, do inglês inductively coupled plasma optical emission 

spectrometry) (MULLAPUDI et al., 2019), espectrometria de massas com plasma 

indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglês inductively coupled plasma mass spectrometry) 

(ZÁRATE-QUIÑONES et al., 2021) e espectrometria de florescência de raios-X (ALMEIDA 

et al., 2021). Métodos colorimétricos, usando 1,5-difeniltiocarbazona (ditizona) como reagente 
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colorimétrico, também são descritos para determinação de Pb2+, embora sejam menos sensíveis 

e mais morosos (BARBOSA et al., 2015; GONÇALVES; MESQUITA; GONÇALVES, 2008). 

Mesmo com a variedade de metodologias para a determinação de metais em leite, a AAS 

é a mais utilizada devido à sua sensibilidade e relativo baixo custo. Normalmente, o preparo de 

amostras para a AAS é feito por métodos de digestão (decomposição de toda a matéria orgânica 

e liberação de metais para a análise). A Tabela 1 mostra alguns exemplos de técnicas utilizadas 

para a quantificação de metais em leite e derivados 

 

Tabela 1 - Técnica de determinação de metais em amostras de leite e derivados. 
Amostra Analito(s) Método Resultados Referência 

Leite  Pb e Cd 

Eletrodo 

modificado 

com carbono 

nanoporoso 

O método desenvolvido foi eficiente e 

apresentou figuras de mérito adequadas, 

podendo ser utilizado para análises de 

formulações infantis.  

 

O método apresentou limites de 

detecção de 0,1 (Pb) e 1,67 (Cd) µg L−1 

(CHEN et al., 

2023)  

Leite de 

vaca 

Al, Cr, 

Fe, Cu, 

Zn, As 

ICP-MS 

Os autores investigaram a relação entre 

a concentração de metais no soro e no 

leite dos animais com a exposição a 

poluentes ambientais. Duas fazendas, 

uma mais próxima de área industrial que 

a outra foram, estudadas.  

 

Uma correlação positiva entre Zn no 

leite e no soro foi encontrada para a 

fazenda mais próxima da área industrial.  

 

Os autores concluíram que a 

determinação dos metais nas amostras 

biológicas pode ser uma importante 

ferramenta para monitorar a exposição à 

poluição ambiental. 

(MONTEVERDE 

et al., 2022) 

Leite de 

vaca e 

queijo 

Ni, Cr, 

Cu, Zn, 

Pb and As 

ICP-OES 

Os resultados das análises de leite 

mostraram uma média de Pb acima dos 

níveis permitidos pelo Codex e pela 

Comissão Europeia.  

 

Queijos também apresentaram 

concentrações de Pb e As. Dessa forma, 

os autores concluíram que os leites 

processados em regiões irrigadas com 

águas residuais estavam contaminados 

com metais pesados.  

(CASTRO-

GONZÁLEZ et 

al., 2018) 

Leite cru Pb GF-AAS 

As amostras de leite foram preparadas 

usando Triton X-100 e ácido nítrico para 

a análise direta em GF-ASS. Foi 

verificado que essa metodologia era 

(DE OLIVEIRA et 

al., 2017) 
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adequada e apresentava boas figuras de 

mérito. 

 

Os autores verificaram que uma das 

amostras analisadas apresentava 

contaminação por Pb.  

Leite de 

ovelha e 

leite de 

cabra 

Pb, Cd, 

Hg, As, 

U, Cr, Sr, 

Be, Ni. 

Al. Sn. 

Te, Fe, 

Cu, Mn, 

Zn, V, Se, 

Co e Mo 

ICP-MS 

Os autores validaram um método multi-

analitos e os resultados foram 

comparados com trabalhos da literatura.  

 

O método estatístico de análise de 

componentes principais foi realizado 

para verificar as diferenças quanto ao 

conteúdo dos metais analisados. O local 

de amostragem foi uma variável 

bastante significativa; enquanto a 

diferença de amostra (cabra/ovelha) e a 

época de produção pareceram ter efeitos 

mínimos.  

 

Dentre 78 amostras, 2 apresentaram 

concentrações de Pb além do permitido. 

Dessa forma, os autores concluíram que 

não há evidências de problemas para o 

consumo de leite de ovelha e de cabra.  

(MIEDICO et al., 

2016) 

Leite, 

iogurte, 

queijo 

Pb, Cd, 

Cu, Se, 

Zn 

Voltametria 

 

A maior parte das 250 amostras 

analisadas estavam de acordo com o que 

é estabelecido por legislações.  

 

Os resultados demostraram que a 

presença de metais nas amostras foi 

diferente de acordo com a estação da 

amostragem, sendo encontradas maiores 

concentrações no inverno. 

(SHAHBAZI; 

AHMADI; 

FAKHARI, 2016) 

Leite cru 

de vaca 

As, Cd, 

Cr, Ni, 

Pb, e Se. 

ICP-OES 

Os autores tiveram como objetivo 

verificar a correlação entre a presença de 

metais na água oferecida para os gados e 

o leite produzido pelas vacas. 

 

Uma correlação positiva foi encontrada 

para As e foi verificada uma maior 

concentração de metais nas amostras de 

leite provenientes de fazendas que usam 

poços profundos. 

(PÉREZ-

CARRERA; 

ARELLANO; 

FERNÁNDEZ-

CIRELLI, 2016) 

Leite 
Cd, Co, 

Pb, Cu, Ni 
AAS 

480 amostras de leite foram analisadas e 

as concentrações de Cu e Pb de algumas 

regiões excederam os limites 

estabelecidos pelo Codex Alimentarius. 

Assim, os autores concluíram que  

o consumo de leite das áreas avaliadas 

pode trazer preocupações para os 

consumidores.  

(ISMAIL et al., 

2015) 

Amostras 

de leite cru 
Cd, Pb FAAS 

Os autores verificaram que a 

concentração de Cd e Pb em leite de 

(NAJARNEZHAD 

et al., 2015) 
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de búfala, 

de vaca e 

de ovelha 

búfala foram significativamente maiores 

do que no leite de vaca e ovelha.  

 

Também foi verificado que a 

concentração dos mateis aumentava de 

acordo com o aumento de idade dos 

animais. 

Leite 

fermentado 

e 

derivados 

Cd, Pb, 

Cu 
Potenciometria 

Somente duas amostras de produtos 

lácteos  

fermentados tiveram teor de Cd e Pb 

superior ao limite.  

(SUTUROVIĆ et 

al., 2014) 

Nota: AAS: espectrometria de absorção atônica; FAAS: espectrometria de absorção atômica com chama; 

GF-AAS: espectrometria de absorção atômica com forno de grafite; ICP-MS: espectrometria de massa com 

plasma indutivamente acoplado; ICP-OES: espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente 

acoplado. 

Fonte: Autor 

 

2.6 ESTUDO DE ADSORÇÃO 

 

A adsorção é um processo de transferência de massa que leva em consideração a 

habilidade de certos sólidos (adsorventes) em concentrar, na sua superfície, analitos contidos 

em soluções aquosas ou em gases (adsorbatos), resultando em uma separação que envolve 

diferentes forças de interação (ATKINS; PAULA, 2008).  Esse processo pode ser distinguido 

entre adsorção física (fisissorção) e química (quimissorção) (ATKINS; PAULA, 2008). 

Na fisissorção, as interações envolvidas são as forças dispersas de London, não havendo 

transferência nem compartilhamento de elétrons. Essas interações são fracas e de longo alcance, 

sendo reversíveis. Além disso, no mecanismo de fisissorção geralmente observa-se a deposição 

de mais de uma camada de adsorbato sobre a superfície do adsorvente (ATKINS; PAULA, 

2008). Já na quimissorção, ocorrem ligações covalentes entre o adsorbato e o adsorvente, em 

um processo irreversível no qual é formada apenas uma camada sobre a superfície do sólido 

(ATKINS; PAULA, 2008). 

Para a compreensão do processo adsortivo, dois princípios podem ser utilizados: a 

cinética e a isoterma de adsorção. A primeira refere-se ao estudo de mecanismos de velocidade 

de adsorção e dois modelos de ajustes de dados se destacam: cinética de pseudo-primeira ordem 

e de pseudo-segunda ordem (KUMAR; SIVANESAN, 2006). Já a segunda, representa as 

relações de equilíbrio entre o adsorvente e o adsorbato, que geralmente são descritas pela razão 

entre a quantidade de soluto adsorvido versus a quantidade remanescente na solução em 
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equilíbrio (BEHNAMFARD; SALARIRAD, 2009). Além disso, a capacidade adsortiva (qe, 

mg g-1) é um outro dado importante que pode ser obtido por meio dos experimentos de adsorção 

e é calculado através da equação 1. Em que Co (mg L-1) é a concentração inicial do adsorbato, 

Ce (mg L-1), concentração de equilíbrio do adsorbato, V(L) é o volume experimental da solução 

do adsorbato e m (g), a massa de adsorvente utilizado. 

 

𝑞𝑒 =
(𝐶𝑜−𝐶𝑒)𝑉

𝑚
                  (Equação 1) 

 

2.6.1 Modelo cinético de pseudo-primeira ordem 

 

No modelo de pseudo-primeira ordem verifica-se uma relação matemática direta entre 

a variação da velocidade de remoção do adsorbato com o tempo e a diferença na concentração 

de saturação e o número de sítios ativos (KUMAR, 2006). O modelo de pseudo-primeira ordem 

é descrito pela Equação 2, em que k1 (min-1) é a constante de velocidade para a equação de 

primeira ordem, qt e qe (mg g-1) são a quantidade de adsorbato adsorvido por unidade de massa 

de adsorvente em um tempo (t) e no equilíbrio, respectivamente. 

 

qt = qe[1-exp(-k1t)]                                           (Equação 2) 

 

2.6.2 Modelo cinético de pseudo-segunda ordem 

 

O modelo de pseudo-segunda ordem descreve uma adsorção dependente da quantidade 

de sítios de ligação contidos na superfície do material (HO, 2006). A relação matemática é 

descrita pela Equação 3, na qual k2 (g mg-1 min-1) é a constante de velocidade e qt e qe (mg g-

1) são a quantidade de adsorvato adsorvido por unidade de massa de adsorvente em um tempo 

(t) e no equilíbrio, respectivamente. 

 

𝑞𝑡 =  
𝑘2𝑞𝑒

2𝑡

1+𝑞𝑒𝑡𝑘2
                          (Equação 3) 
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2.6.3 Outros modelos de cinética 

 

Outros dois modelos de cinética apresentam destaque na literatura: o ajuste de ordem 

fracionária (modelo de Avrami) e o de quimissorção (modelo de Elovich). O primeiro considera 

que vários mecanismos ocorrem durante o processo de adsorção, modificando-se a medida em 

que a interação entre adsorvente e adsorbato ocorre (WANG; GUO, 2020). Já o segundo, diz 

respeito à formação de interações covalentes entre o analito e o adsorvente (WANG; GUO, 

2020). Ambos os modelos sugerem que a superfície do sólido extrator é heterogênea e são 

descritos, respectivamente, pelas equações 4 e 5 a seguir. Nas quais 𝑘𝐴𝑉 (min-1) e 𝑛𝐴𝑉  são, 

respectivamente, a constante e o expoente de Avrami; 𝛼 (mg g-1 min-1) é a velocidade 

inicial de adsorção e 𝛽 (g mg-1) é a constante de Elovich. 

 

𝑞𝑡 = 𝑞𝑒 {1 −𝑒𝑥𝑝[−(𝑘𝐴𝑉𝑡)] 𝑛𝐴𝑉}   (Equação 4) 

𝑞𝑡 = 1 𝛽 𝐿𝑛(𝛼𝛽)+ 1 𝛽 𝐿𝑛(𝑡)    (Equação 5) 

 

 

2.6.4 Classificação das isotermas de adsorção 

 

A isoterma pode ser definida como uma curva que descreve o fenômeno de adsorção a 

pH e temperatura constantes (BEHNAMFARD; SALARIRAD, 2009). O mecanismo de 

adsorção pode ser inferido de acordo com a forma da curva obtida (Figura 5), que representa a 

relação de equilíbrio entre as concentrações na fase líquida e as concentrações nas partículas 

adsorventes (NASCIMENTO et al., 2014). A forma das isotermas de adsorção são dependentes 

da natureza do adsorbato. Na isoterma linear, a quantidade adsorvida é proporcional à 

concentração do fluido. Isotermas convexas são favoráveis, pois grandes quantidades 

adsorvidas podem ser obtidas com baixas concentrações de soluto, sendo classificadas como 

favoráveis ou extremamente favoráveis de acordo com a forma da isoterma de adsorção 

(NASCIMENTO et al., 2014). 
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Figura 5 - Formas comuns de uma isoterma de adsorção. 

 

Fonte: (NASCIMENTO et al., 2014). 

 

Uma outra classificação do perfil das isotermas foi proposta por Giles (1973), na qual 

as isotermas são classificadas em grupos de acordo com suas inclinações iniciais e curvaturas, 

e em subgrupos de acordo com seu comportamento frente a altas concentrações de adsorbato 

(Figura 6). Os grupos de classificação são descritos como: linear (C), Langmuir (L), Freundlich 

(F), alta afinidade (H - High Affinity) e sigmoide (S) e subgrupos (1, 2, 3 e 4). Já os subgrupos 

são: 1 - não apresenta platôs; 2 – apresenta um único platô; 3 - tem um ponto de inflexão em 

razão da mudança de forma; 4 – apresentam dois platôs e um ponto de máximo (F MARSH H., 

2006; GILES et al., 1960). 
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Figura 6 - Classificação das isotermas e subgrupos conforme Giles. 

 

 

Fonte: Adaptado de  (GILES et al., 1960). 

 

Por fim, Sing (1985) classificou as isotermas em 5 grupos, nomeados de I a V (Figura 

7). Esta classificação é a aceita pela IUPAC e foi inicialmente desenvolvida com base nas 

isotermas obtidas utilizando um sólido adsorvente e um gás qualquer como adsorvato (SING, 

1985). Dessa forma, as curvas de adsorção são obtidas a partir de um gráfico de moléculas 

adsorvidas em relação à variação da pressão. A quantidade de gás adsorvido é expressa como 

seu volume nas condições padrão de temperatura e pressão (0 ºC e 1 atm); enquanto a pressão 

é expressa de forma relativa (pressão do gás/pressão de vapor do adsorbato) com medidas feitas 

em temperaturas nas quais o gás utilizado encontra-se em estado líquido. Mesmo sendo uma 

classificação desenvolvida para gases, alguns autores relatam o uso desses modelos para 
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descrever a adsorção de analitos provenientes de amostras líquidas em materiais extratores 

(BALI; TLILI, 2019; SERESHTI et al., 2020). 

 

 Figura 7 - Tipos de isotermas de acordo com a classificação da IUPAC. 

 

Fonte: Adaptado de (GARBALIŃSKA; BOCHENEK; STASIAK, 2021). 

 

Uma breve explicação dos tipos de isotermas é dada a seguir (F MARSH H., 2006): 

a) Tipo I: Está relacionada ao aumento da quantidade de gás adsorvido com o aumento 

da pressão até a observação de um platô. É típica de sólidos microporosos e 

apresenta uma adsorção em monocamada.  

b) Tipo II: É característica de adsorventes não porosos ou macroporosos. Caracteriza-

se pelo aumento da quantidade de gás adsorvido com o aumento da pressão, seguido 

de um estágio de equilíbrio e, após, um novo aumento. Nesse tipo de isoterma, 

ocorre uma adsorção em multicamadas. 

c) Tipo III: Tem origem em condições nas quais as moléculas de gás têm maior 

afinidade umas pelas outras do que pela superfície do adsorvente.  

d) Tipo IV: A presença de dois platôs é resultado da formação de duas camadas 

sucessivas de adsorção na superfície do sólido. Nesse tipo, as interações entre as 

moléculas e a superfície são mais fortes que as interações entre as moléculas do gás. 
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Ocorre em adsorventes mesoporosos e quanto maior a inclinação, mais homogênea 

é a distribuição de tamanho dos poros. 

e) Tipo V: Ocorre em adsorventes mesoporosos com formação de multicamadas desde 

baixas concentrações. Além disso, está relacionada à isoterma do tipo III em que a 

interação adsorvente-adsorbato é fraca. 

 

2.6.5 Modelos de isotermas de adsorção 

 

As isotermas de Langmuir e Freundlich são as mais utilizadas para caracterizar a 

adsorção de compostos por materiais extratores (MOZAFFARI MAJD et al., 2022). Enquanto 

a isoterma de Langmuir assume uma adsorção homogênea, em sítios energeticamente 

equivalentes e em uma monocamada (FOO; HAMEED, 2010); a isoterma de Freundlich diz 

respeito à uma adsorção em múltiplas camadas sobre uma superfície heterogênea, na qual os 

sítios têm diferentes energias de ligação (MOZAFFARI MAJD et al., 2022). Além dessas, a 

isoterma de Sips também merece ser destacada, referindo-se a um modelo intermediário entre 

os dois citados. Na isoterma de Sips, a superfície do adsorvente é descrita como heterogênea e 

forma de adsorção varia de acordo com a concentração do adsorbato: em baixas concentrações 

se aproxima do modelo de Freundlich e em altas, do modelo de Langmuir (FOO; HAMEED, 

2010).  

Outros modelos são descritos na literatura: Redlich-Petersen, Khan e Toth, que são 

também são intermediários entre Langmuir e Frendlich (MOZAFFARI MAJD et al., 2022). 

Porém, apresentam certas peculiaridades: por exemplo, na isoterma de Toth os sítios menos 

energéticos são ocupados primeiro (FOO; HAMEED, 2010) e no modelo de Redlich-Petersen 

os dados são adequados tanto para superfícies homogêneas quanto para heterogêneas (WU et 

al., 2010).  

De posse dos dados de adsorção dos íons metálicos pelos materiais extratores, os 

próximos passos devem ser referentes a otimização do método analítico.  

 

2.7 MÉTODOS DE OTIMIZAÇÃO E PARÂMETROS EXPERIMENTAIS 
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Em um sistema analítico vários fatores estão relacionados com a resposta final e os 

estudos de otimização são dedicados para a obtenção das melhores condições de análise. A 

otimização é mais comumente realizada de forma univariada, ou seja, avaliando um fator por 

vez (DO SANTOS; SANTOS; FERREIRA, 2003). No entanto, a otimização multivariada pode 

ser realizada e apresenta vantagens como: permitir o estudo de mais de um fator 

simultaneamente; obter informações a respeito das interações entre os fatores; realizar um 

menor número de experimentos, levando a um menor tempo para a execução e a um menor 

consumo de reagentes (FERREIRA et al., 2004; VALE et al., 2004).  

Em geral, na otimização multivariada aplica-se primeiro um planejamento fatorial, com 

o intuito de realizar uma triagem e descartar os fatores que não são significativos para o sistema. 

Já em um segundo passo, utiliza-se de planejamentos mais complexos (como a metodologia de 

superfície de reposta) para se obter a função matemática entre os fatores significativos e a 

resposta analítica, a partir da qual é possível calcular a condição ótima (BARROS NETO, B., 

SCARMINO, I. S., & BRUNS, 2007; PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005). 

Planejamentos fatoriais em dois níveis são bastante úteis em investigações preliminares, quando 

o foco ainda não é a descrição rigorosa do sistema, mas sim uma avaliação preliminar dos 

fatores que podem afetar a resposta analítica. Dessa forma, para estudar o efeito de qualquer 

fator é necessário fazê-lo variar em níveis, necessitando de no mínimo dois níveis diferentes: 

um nível superior (+) e um nível inferior (-) (BARROS NETO, B., SCARMINO, I. S., & 

BRUNS, 2007). Para as combinações dos k fatores investigados em dois níveis, tem-se um 

planejamento composto de 2k experimentos (TEÓFILO; FERREIRA, 2006). A partir dos 

resultados destes planejamentos é possível inferir qual o efeito sobre o sistema quando 

determinado fator passa do nível inferior (-) para nível superior (+).  

Em um planejamento fatorial completo, o número de ensaios (n) aumenta com o valor 

de k (k= 3; n = 23 = 8 ensaios; k =6; n= 26 = 64 ensaios). Assim, quando se tem um número 

elevado de fatores o mais indicado é utilizar planejamentos fatoriais fracionários, onde o 

número de ensaio (n) é dado por 2k-b, em que k é o número de fatores e b o tamanho da fração 

(BARROS NETO, B., SCARMINO, I. S., & BRUNS, 2007). Estes valores são válidos 

considerando que os efeitos das interações de ordem elevadas são pequenos e, na maioria dos 

casos, podem ser desconsiderados sem prejuízo de informação (FERREIRA et al., 2004). Ou 
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seja, o planejamento fracionário permite tirar conclusões como se fosse um planejamento 

completo, mas com um menor número de experimentos.   

Por possuírem somente dois níveis, esses planejamentos fatoriais resultam em equações 

de primeira ordem. Essas equações indicam apenas uma tendência do efeito que os fatores 

exercem sobre a resposta, sendo raro a obtenção de condições ótimas experimentais de forma 

precisa. A partir dos resultados podem ser realizados experimentos com a matriz de Doehlert, 

permitindo a seleção de combinação de níveis ótimos na obtenção da melhor resposta 

(TEÓFILO; FERREIRA, 2006). 

O planejamento de Doehlert é uma metodologia de superfície de resposta (MSR, do 

inglês surface response methodology) baseada em matrizes experimentais que apresentam pelo 

menos três níveis e incluem procedimentos estatísticos na modelagem matemática das 

respostas, permitindo explorar (modelar e deslocar) o sistema até a otimização (FERREIRA et 

al., 2003; TEÓFILO; FERREIRA, 2006). O planejamento dos experimentos deve estimar 

coeficientes que proporcionam boas estimativas a todos os coeficientes, fornecendo condições 

de avaliar a qualidade do modelo ajustado, ou seja, de verificar se a regressão é estatisticamente 

significativa ou apresenta falta de ajuste.  

Além do exposto, ainda é possível selecionar, através de modelos matemáticos de 

segunda ordem, a combinação de níveis favoráveis para obter a melhor resposta. A matriz de 

Doehlert é uma alternativa de delinear experimentos de segunda ordem, sendo baseada em 

desenhos aplicados nos resultados obtidos pelo planejamento fatorial. Os níveis escolhidos para 

as análises vêm do diagrama de Pareto e do conhecimento prévio do sistema. A principal 

vantagem da matriz de Doehlert está na possibilidade de estudar os fatores de maiores impactos 

em diferentes níveis com um menor número de experimentos, a fim de obter maiores 

informações sobre o sistema. 

A matriz de Doehlert para dois fatores consiste em um ponto central e seis pontos 

formando um hexágono regular (CAMPAÑA et al., 1997) (Figura 8). O número de 

experimentos (n) necessário para a construção do modelo é dado por K2 +K+ Co onde K é o 

número de fatores e Co é o número de experimentos no ponto central. Cada modelo é definido 

levando-se em conta o número de fatores e os valores codificados da matriz experimental. A 

relação entre os valores codificados e os reais é dado pela Equação 6, na qual o termo Ci é o 
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valor codificado para o nível do fator i, Xi é o seu valor experimental, Xi0 é o valor experimental 

no ponto central, ΔXi é a distância entre o valor experimental no ponto central e o experimental 

no nível superior ou inferior e α é o valor limite codificado para cada fator. 

                             (Equação 6) 

Figura 8 - Representação do planejamento Doehlert para dois fatores.  

 

Fonte: adaptada de (NECHAR et al., 1995).  

 

Por fim, os valores codificados das matrizes do planejamento Doehlert para dois, três e 

quatro fatores podem ser visualizados na Figura 9. 
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Figura 9 - Representação de uma tabela mostrando a aplicação da matriz de Doehlert para dois, 

três e quatro fatores.  

 
Fonte: (FERREIRA et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

 

 

 

 

 

3. JUSTIFICATIVA  

 

Metais tóxicos, como o chumbo e o cádmio, podem estar presentes em alimentos a partir 

de diversas fontes de contaminação. Entre elas: deposição atmosférica, irrigação com água 

contaminada e contato com lodos ou esgotos. Concentrações elevadas desses metais causam 

problemas, muitas vezes irreversíveis, à saúde do consumidor final. Dessa forma, o controle de 

qualidade de alimentos é extremamente necessário, principalmente quando se tem matrizes 

como o leite que pode ser consumido de forma cotidiana inclusive por crianças, que são mais 

susceptíveis à intoxicação por metais pesados. Legislações brasileiras estabelecem limites de 

metais que podem ser encontrados no leite e é imprescindível verificar se as empresas atendem 

a essas normativas. 

 Um preparo de amostras eficiente, simples e rápido é requerido para a determinação de 

analitos em amostras complexas. Assim, justifica-se a aplicação inédita de M-RACNTs, um 

material de fácil síntese e aplicação, para a determinação de chumbo e cádmio de amostras de 

leite. Utilizando esse material na técnica de d-SPE magnética há benefícios múltiplos, incluindo 

praticidade, alta capacidade de extração dos metais e a não necessidade de mineralização da 

amostra. A mineralização é conhecida por seu longo tempo de execução e sua periculosidade 

(uma vez que temperaturas e pressões elevadas são empregadas, além uso de grande volume de 

ácidos e agentes oxidantes); além disso, amostras podem ser perdidas durante esse 

procedimento.  
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4. OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo Geral  

 

O objetivo geral deste trabalho refere-se à aplicação de M-RACNTs no preparo de 

amostras de leite, para extração de Pb2+ e Cd2+ seguido de determinação por espectrometria de 

absorção atômica com chama (FAAS).  

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

a)  Sintetizar M-CNTs incorporando nanopartículas magnética de óxido de ferro aos CNTs, 

pelo método de co-precipitação; 

b)  Recobrir M-CNTs com BSA para obtenção de M-RACNTs; 

c)  Avaliar a capacidade dos M-RACNTs de extrair Pb2+ e Cd2+; 

d)  Avaliar a capacidade dos M-RACNTs para excluir proteínas;  

e) Caracterizar os M-RACNTs por microscopia eletrônica de transmissão (TEM) 

espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), análises 

termogravimétricas (TG), Difração de Raio-X  e potencial zeta;  

f) Estudar as cinéticas e as isotermas de adsorção do Pb2+ e Cd2+ nos M-RACNTs. 

g) Otimizar uma metodologia de extração em fase sólida dispersiva de Pb2+ e Cd2+ em amostras 

de leite, usando os M-RACNT e seguido de análise por FAAS; 

h) Verificar a presença e determinar a concentração de Pb2+ e/ou Cd2+ em amostras reais de 

leites comercializadas no sul de Minas Gerais. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

 Nos tópicos a seguir serão descritos os reagentes e equipamentos utilizados para a 

realização dos estudos; bem como as metodologias dos diferentes procedimentos realizados ao 

longo do trabalho.  

 

5.1 REAGENTES, AMOSTRAS E SOLUÇÕES 

 

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho foram de grau analítico. 

As soluções foram preparadas empregando-se água deionizada 18,2 ΩWcm, obtida do 

purificador Milli-Q da Millipore (Bedford, EUA). As soluções de trabalho de chumbo e cádmio 

foram preparadas a partir da solução padrão de 1000 mg L-1 (Sigma-Aldrich.). O CNT utilizado 

foi de paredes múltiplas com diâmetros de 50-90 nm e pureza superior a 95%, adquirido da 

Sigma-Aldrich. Os reagentes utilizados para síntese foram hidróxido de amônio P.A. (Pro 

Analysis), solução de glutaraldeido 50 wt. % em H2O (Sigma-Aldrich), albumina sérica bovina 

(BSA) (Sigma-Aldrich), cloreto de ferro (III) hexahidratado (Sigma-Aldrich), sulfato de ferro 

(II) heptahidratado (Sigma-Aldrich), boro hidreto de sódio (Merck) e ácido nítrico P.A (Merck). 

As vidrarias foram mantidas em solução de ácido nítrico 10 % (v/v) durante 12 h para 

descontaminação. Na sequência, foram enxaguadas com água Milli-Q e secas previamente ao 

uso.  

 

5.2 INSTRUMENTAÇÃO E ACESSÓRIOS 

 

Todas as medidas para determinação de Pb2+ e Cd2+ foram realizadas em um espectrômetro 

de absorção atômica FAAS, modelo Shimadzu AA-7000 (Shimadzu®, Tóquio, Japão), 

equipado com uma lâmpada de cátodo oco tanto para chumbo como para cádmio e uma lâmpada 

de deutério para correção de fundo.  Os resultados foram obtidos pelas medidas de absorbância 

(altura máxima do pico) a 217,0 nm para Pb2+ e 228,8 nm para Cd2+, com corrente da lâmpada 

de catodo oco fixada a 8 mA. A chama foi operada com fluxo de acetileno e de ar de 0,8 L min-

1 e 3,6 L min-1, respectivamente. 
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Os materiais sintetizados foram caracterizados por microscopia eletrônica de transmissão, 

a partir de imagens capturadas por um microscópio FEI TECNAI G2 S-TWIN equipado com 

filamentos de LaB6, análise termogravimétrica, utilizando uma termobalança Shimadzu -DTG 

– 60 AH e cadinho de alumina; espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, 

a partir de análises em um espectrofotômetro Shimadzu - Prestige 21; potencial zeta, utilizando 

um analisador de partículas Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido); difração 

de raio-X, a partir de análises com equipamento Rigaku, modelo Última IV; e análise elementar, 

utilizando o analisador elementar da Leco instrumentos LTDA – modelo TruSpec CHNS (com 

porta amostras de estanho). As análises de exclusão de proteína foram realizadas utilizando um 

espectrofotômetro ultravioleta-visível KASUAKI (modelo IL-593-BI). 

 

5.3 SÍNTESE DO NANOTUBO DE CARBONO MAGNÉTICO DE ACESSO RESTRITO 

 

Partículas de magnetita foram sintetizadas pelo método de co-precipitação, de acordo 

com Mendes e colaboradores (MENDES et al., 2020). Primeiro, 50 mL de água deionizada 

18,2 ΩWcm foram adicionados a um em um balão de três bocas e aquecidos a 50 °C. Em 

seguida, foram adicionados ao balão 80 mL de solução aquosa de cloreto de ferro (III) hexa-

hidratado (0,1875 mol L-1) e sulfato de ferro (II) hepta-hidratado (0,125 mol. L-1). Após, 250 

mg de CNTs foram adicionados e o sistema foi mantido por 20 min sobre agitação mecânica. 

Por fim, 2,5 mL de NH4OH a 30% (v:v) foram adicionados gota a gota manualmente com 

auxílio de uma seringa e a reação ocorreu por mais 30 min. Todo o processo de síntese foi 

realizado sob agitação e atmosfera de nitrogênio. Os M-CNTs obtidos foram separados com 

imã de neodímio (duas peças unidas de tamanho 50x25x10 mm com N50, cada peça), lavados 

com água até pH neutro e secos a 60 °C por 12 h, como mostrado na Figura 10. 

Os M-CNTs foram recobertos com BSA de acordo com o procedimento de Moraes e 

colaboradores (2013) (DE OLIVEIRA ISAC MORAES et al., 2013). Inicialmente, 20 mL de 

uma solução de BSA a 1% (m/v) (preparada em tampão fosfato 50 mmol L-1, pH 6,0) foram 

percolados (utilizando SPE manifolds e uma bomba peristáltica) com uma vazão de 1 mL min-

1) através de um cartucho (cartucho de extração de fase sólida SPE, C18) contendo 500 mg de 

M-CNTs (Figura 10). Em seguida, 5 mL de uma solução aquosa de glutaraldeído a 25% (m/v) 
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foram percolados através do mesmo cartucho, em um fluxo de 1 mL min-1, e o sistema foi 

mantido em repouso por 5 h. Após o tempo de espera, as partículas obtidas foram separadas e 

dispersas em 10 mL de uma solução de borohidreto de sódio a 1% (m/v), a reação ocorreu sob 

agitação por 15 min. O material final foi separado com o uso de imã de neodímio, lavado 

abundantemente com água e seco a 60 °C por 12 h (Figura 10). 

 

Figura 10 - Procedimento de síntese do nanotubo magnético de acesso restrito. 

 

Fonte: do autor. 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO DOS NANOTUBOS DE CARBONO MAGNÉTICO DE 

ACESSO RESTRITO 

 

Previamente às análises no microscópio de transmissão, as amostras de magnetita, M-

CNT e M-RACNT foram preparadas a partir do gotejamento da suspensão do material em uma 



48 

 

 

 

 

 

 

grade apropriada. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente para que secassem e 

assim, as imagens dos materiais pudessem ser capturadas. 

Para os ensaios de termogravimetria (TG), os materiais foram submetidos a 

aquecimento na faixa de 30 a 1000 °C, com uma razão de 10 °C min. As análises foram 

realizadas em atmosfera oxidante (60 cm² min-1). 

A espectroscopia de infravermelho de transformada de Fourier FTIR foi realizada na 

faixa de 4000 - 400 cm-1. As amostras foram preparadas pela maceração de forma qualitativa 

de cada material em almofariz de ágata com brometo de potássio (KBr) e posterior 

pastilhamento em prensa hidráulica. 

Para as análises de potencial zeta, suspensões dos materiais (5 mg mL-1) foram 

inicialmente preparadas em água milli-Q. As suspensões foram mantidas em ultrassom por 30 

min e agitadas em vórtex. Em seguida, 0,2 mL das suspensões foram adicionados em 10 mL de 

tampão fosfato 20 mmol L-1, com pHs variando de 3 a 10. As análises (n=3) foram realizadas 

após 24 h de repouso. O mesmo procedimento foi realizado para a solução de BSA.  

As medidas de raio-X foram obtidas a partir de irradiação α (1,54051 Ᾰ) com CuK. A 

corrente e voltagem empregadas foram 30 mA e 40 KV, respectivamente. O intervalo de 2θ 

variou de 10 a 80° a uma razão de 4° min-1.   

 

5.5 EXCLUSÃO DE PROTEÍNAS 

 

Os testes de exclusão de proteínas foram realizados com o intuito de verificar a formação 

da camada de BSA e a capacidade dos M-RACNTs em evitar a adsorção de proteínas em sua 

superfície. A capacidade dos M-CNTs e M-RACNTs em excluir BSA presente no meio foi 

avaliada em dois pHs diferentes: 7,5 e 4,1. 

Uma solução de BSA (50 mg L-1) foi preparada em tampão fosfato (10 mmol L-1, pH 

7,5). Primeiro, 200 µL da solução foram colocadas em um tubo de ensaio contendo 2,8 mL do 

reagente de Bradford. Após 10 min a absorbância da amostra foi medida (λ= 595 nm) e 

considerada como 100% de BSA. Na sequência, 1 mL da mesma solução de BSA foi adicionada 

em tubos de ensaio (n=3) contendo 5 mg de M-CNT ou M-RACNT. As amostras foram agitadas 

por 30 min, os sobrenadantes foram separados usando um ímã de neodímio e 200 µL do 
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sobrenadante foram tratados com 2,8 mL do reagente de Bradford. Após 10 min, as leituras 

foram realizadas. A absorbância da solução de BSA que ficou em contato com os materiais 

dividida pela absorbância do padrão de BSA, correspondeu ao percentual de proteína excluída 

pelos materiais.  

 

5.6 CINÉTICAS E ISOTERMAS DE ADSORÇÃO  

 

Os ensaios de cinética foram realizados a partir da agitação de uma solução de Cd+2 ou 

de Pb2+ (preparadas em água Milli-Q) com os M-RACNTs sintetizados por diferentes tempos. 

Inicialmente, 1 mL de uma solução 10 mg L-1 (pH 4,5) de Cd2+ ou 1 mL de uma solução 5 mg 

L-1 (pH 4,0) de Pb2+ foram colocadas em tubos de ensaio contendo 5 mg de M-RACNTs. Os 

tubos foram agitados (1000 rpm e temperatura ambiente controlado em 24°C) por 0,083; 0,5; 

2,0;3,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 min para o Cd2+ e por 0,083; 0,16; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 

8,0 e 12,0 min para o Pb2+. Após cada tempo, os sobrenadantes foram separados dos materiais 

utilizando o ímã de neodímio e as concentrações dos analitos foram determinadas usando o 

FAAS (assim como descrito no item 4.2).  

A partir das análises, foi possível calcular a capacidade de adsorção no equilíbrio (qe, 

mg de metal por g de M-RACNT) utilizando a equação 7 abaixo, na qual C0 é a concentração 

inicial e Ce, a concentração no equilíbrio (ambas em mg L-1), m (g) é a massa do sorvente, e v 

(L) é o volume de solução utilizada. 

 

𝑞𝑒 =
(𝐶0−𝐶𝑒)

𝑚
∗ 𝑣                                      (Equação 7)  

 

Por fim, os dados foram tratados com diferentes modelos de cinética: pseudo-primeira 

ordem, pseudo-segunda ordem, ordem fracionária, e quimissorção (Elovich). O coeficiente de 

determinação (R²), obtido a partir dos ajustes, e a função erro (Ferror), obtida pela equação 8, 

foram utilizados para avaliar qual o modelo melhor representou os dados obtidos para Cd2+ e 

Pb2+.  
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𝐹𝑒𝑟𝑟𝑜𝑟 = √(
1

𝑛−𝑝
) ∑ +𝑛

𝑖 (𝑞𝑖,𝑒𝑥𝑝 −  𝑞𝑖,𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜)
2
                (Equação 8) 

na qual n e p são, respectivamente, o número de experimentos e o número de parâmetros 

do modelo; qi,exp é cada valor de qe obtido experimentalmente; e qi, teórico e cada valor 

estimado pelo modelo avaliado.     

 

Já para as isotermas de adsorção, os M-RACNTs foram agitados com soluções dos 

analitos (preparadas em água Milli-Q. pH 4,5, para o Cd2+ e pH 4,0, para o Pb+) preparadas em 

diferentes concentrações. Para o Cd2+, 1 mL de solução nas concentrações de 50, 60, 80, 100, 

120, 140, 160, 180, 200, 250, 300, 400, 500, e 600 mg L-1 foram adicionadas a tubos de ensaio 

contendo 5 mg dos materiais. Os tubos foram agitados por 5 min (25 °C, 1000 rpm). Na 

sequência, os sobrenadantes foram separados usando o ímã e a concentração de Cd2+ foi 

determinado usando FAAS. O mesmo procedimento foi realizado para o Pb2+, mas usando 

concentrações de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, e 80 mg L-1.  

Assim como para a cinética, os valores de qe foram calculados (equação 7) e os dados 

foram ajustados com diferentes modelos de isoterma: Langmuir, Freundlich, Sips, Khan, Toth 

e Redlich-Peterson. Melhores R² e menores erros foram, mais uma vez, utilizados como 

critérios para a escolha do melhor modelo de ajuste.  

Vale ressaltar que os experimentos de cinética e isoterma foram realizados em triplicata 

e os dados foram tratados utilizando o software OriginLab® (Northampton, USA). 

 

5.7 OTIMIZAÇÃO DO pH PARA O PROCESSO DE EXTRAÇÃO 

 

A acidez da amostra tem grande influência no processo de complexação de íons 

metálicos e, consequentemente, na eficiência de extração, como podemos observar na Figura 

11, mostra o comportamento do chumbo e do cádmio numa faixa de pH de 14 a 3 (GOI et al., 

2018; PIETROBELLI et al., 2013), observando que os pH < 7,0 apresentam em estado de íon 

Pb2+ e Cd2+. Dessa forma, para o estudo da extração do Pb2+ as amostras tiveram seus pHs 

ajustados para 2,0, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0 e 6,0. Para o Cd2+, além dos valores citados, o pH 7,0 

também foi avaliado. O ajuste de pH foi realizado com ácido nítrico P.A. 45 mL da amostra 

foram agitados com 30 mg dos M-RACNTs por 30 min para extração e 20 min para dessorção. 
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Após, os sobrenadantes foram separados, e os materiais foram eluídos com 0,5 mL de ácido 

nítrico (1,0 mol L-1) antes da análise por FAAS.  

 

Figura 11- Distribuição de espécie de chumbo e cádmio em função do pH. 

  
Fonte: (GOI et al., 2018; PIETROBELLI et al., 2013) 

 

5.8 OTIMIZAÇÃO MULTIVARIADA PARA O PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO 

 

Para o processo de otimização, as variáveis estudadas foram o tempo de extração (TE), 

tempo de dessorção (TD), concentração do eluente (CE), volume de eluente (VE), e massa de 

M-RACNT (M). Um planejamento fatorial do tipo 25-1 envolvendo 16 experimentos, seguido 

da matriz de Doehlert. Amostras de leite fortificado com Cd2+ ou Pb2+ (500 µg L-1) tiveram seus 

pHs ajustados (4,5 para Cd2+ e 4,0 para Pb2+) e foram avaliadas em dois níveis, codificados de 

máximos (+) e mínimos (-). Os 16 conjuntos de experimentos foram realizados em duplicata e 

executados de forma aleatória.  

As variáveis significativas foram selecionadas por meio do diagrama de Pareto e as 

superfícies de respostas foram obtidas a partir da matriz de Doehlert. Por fim, os valores 

máximos de cada variável foram selecionados como condição de trabalho. Vale ressaltar que 

os dados foram tratados com o software STATISTICA 6.0 (StatSoft®, Tulsa, USA), 

considerando a significância estatística a um nível de 95% de confiança.  

 

5.9 PROCESSO OTIMIZADO DE EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA DISPERSIVA 

MAGNÉTICA 
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O preparo das amostras de leite, após o processo de otimização, foi realizado como 

descrito a seguir (Figura 12). Inicialmente o pH do leite foi ajustado para 4,0 ou 4,5 (para Pb2+ 

ou Cd2+, respectivamente), processo que também promove a precipitação de parte da caseína 

presente no leite. Na sequência, o leite foi centrifugado para a separação do soro (5478 g, 10 

min). 30 mg de M-RACNTs foram adicionados em um tubo Falcon (50 mL) juntamente com 

45 mL de soro de leite e o sistema foi agitado por 28 min em temperatura ambiente. Após a 

extração, um ímã de neodímio foi utilizado para separar o material do sobrenadante, que foi 

descartado. Posteriormente o Pb2+ ou o Cd2+ foi dessorvido com 0,4 mL de ácido nítrico (1,00 

ou 1,26 mol L-1 para Cd2+ e Pb2+, respectivamente), com agitação por 5 min. O sobrenadante 

foi separado utilizando o ímã e analisado por FAAS.  

Para os ensaios de validação, as amostras de leite foram dopadas com a concentração 

dos metais desejada e agitadas em vórtex por 1 min previamente ao ajuste do pH. Para as 

análises de amostras reais ou para as amostras branco, essa etapa de fortificação não foi 

realizada.  

 

Figura 12 - Procedimento de extração de chumbo ou cádmio. 

 

Fonte: do autor. 
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5.10 VALIDAÇÃO DOS MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

Os métodos foram validados de acordo com o guia do FDA (Food and Drug 

Administration) e com a normativa 2002/657/EC da União Europeia (96/23/EC 

COMMISSION, 2002; FDA, 2013). Parâmetros como linearidade, limites de detecção (LOD), 

limites de quantificação (LOQ), precisão intra e inter-dia e exatidão intra e inter-dia foram 

avaliados.  

As curvas analíticas foram construídas fortificando um pool (n=3) de leite cru comercial 

com padrões de Pb2+ ou Cd2+. A faixa de trabalho compreendeu concentrações de 10 a 150 µg 

L-1. As amostras foram extraídas com os M-RACNTs e os eluatos foram analisados por FAAS.  

Os LODs (limite de detecção, do inglês limit of detection) foram definidos como 3 vezes 

a razão entre o desvio padrão do coeficiente linear da curva analítica, enquanto os LOQs (limite 

de quantificação, do inglês limit of quantification) foram definidos como o primeiro ponto da 

curva analítica. A precisão (como desvio padrão relativo – DPR%, Equação 9) e a exatidão 

(como erro relativo – E%, Equação 10) foram calculadas para as concentrações de 10, 50 e 150 

µg L-1 para Pb2+ e 10, 100 e 150 µg L-1 para Cd2+. Os ensaios intra-dia foram analisados no 

mesmo dia (n=3), e os ensaios inter-dia foram realizados em 3 dias consecutivos (n=9).  

 

DPR%= DP/A×100                                        (Equação 9) 

 

E=  ((AC-RC))/RC×100                                      (Equação 10) 

 

Onde o DP é o desvio padrão das respostas analíticas, A é a média das respostas analíticas, e 

AC e RC são concentrações reais e nominais, respectivamente.  

 

5.10.1 ENSAIO DE ROBUSTEZ 

 

A robustez do método proposto foi avaliada de acordo com o teste de Youden. Os 

estudos foram realizados em triplicata e a partir de amostras de leite fortificado (150 µg L-1) 
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com pH ajustado para 4,0 (Pb2+) ou 4,5 (Cd2+). A ordem de realização dos testes foi aleatória e 

definida por sorteio. 

O teste de Youden avalia se pequenas variações nos métodos afetam significativamente 

suas respostas. Dessa forma, sete parâmetros foram estudados: tempo de extração (TE), tempo 

de dessorção (TD), massa do adsorvente (M), volume da amostra (VA), volume de eluição 

(VE), concentração do eluente (CE) e velocidade de agitação (V) (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Parâmetros para avaliar a robustez do método proposto. 

Parâmetros 

Variação  

(-) 

Otimizado 

(+) 

Variação  

(-) 

Otimizado 

(+) 

Pb2+ Cd2+ 

Tempo de extração 26 min 28 min 26 min 28 min 

Tempo de dessorção 4 min 5 min 4 min 5 min 

Concentração HNO3 1 mol L-1 1,2 mol L-1 0,9 mol L-1 1,0 mol L-1 

Volume de eluição 0,37 0,4 0,37 mL 0,4 mL 

Massa de material 28 mg 30 mg 28 mg 30 mg 

Volume de amostra 38 mL 40 mL 38 mL 40 mL 

Velocidade de agitação 3500 rpm 4000 rpm 3500 rpm 4000 rpm 

 

O método é considerado robusto quando as respostas analíticas obtidas com o método 

realizado com os parâmetros alterados não são significativamente diferentes das respostas 

obtidas com o método otimizado (p > 0,05).  

 

5.11 ANÁLISE DE AMOSTRAS REAIS 

 

As amostras de leite integral (n=6) foram adquiridas no comércio local (Alfenas, MG), 

e utilizadas imediatamente. Primeiro as amostras tiveram seus pHs ajustados para 4,0 ou 4,5 e, 

na sequência foram submetidas aos processos de d-SPE otimizados para Pb2+ ou Cd2+. Por fim, 

as amostras foram analisadas pelos métodos analíticos validados com o intuito de determinar a 

presença e a concentração dos metais. Os ensaios foram realizados em quintuplicata.   
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

 Nos tópicos abaixo serão apresentados e discutidos os resultados obtidos nas diferentes 

etapas desse trabalho. 

 

6.1 SÍNTESE DO NANOTUBO DE CARBONO MAGNÉTICO DE ACESSO RESTRITO 

 

No método de co-preciptação, a magnetita é sintetizada, de forma relativamente rápida 

e simples, a partir de soluções aquosas de sais de Fe2+ e Fe3+, em pH alcalino e atmosfera inerte 

(AHN et al., 2012). Nesse trabalho, a proporção 1,5:1,0 Fe3+: Fe2+, foi utilizada seguindo o 

estabelecido por alguns trabalhos da literatura (CHEN; XIE; SHI, 2013; MENDES et al., 2020). 

Ademais, Chen e colaboradores (2013) observaram que a proporção dos sais afetava 

diretamente a formação de nanopartículas funcionalizadas com oleato, e essas apresentavam 

maior saturação magnética (refere-se ao estado em que o aumento da campo magnético não 

pode aumentar a magnetização do material) quando a proporção de 1,5:1,0 Fe3+: Fe2+ era 

utilizada (JIANG et al., 2011). 

Já no revestimento com a BSA, duas etapas de síntese são importantes: a primeira delas 

é o entrecruzamento das proteínas utilizando o glutaraldeído; nessa etapa são formadas ligações 

imina entre os grupamentos aldeído do glutaraldeído e grupamentos amino terminais da BSA. 

A segunda etapa, refere-se à redução das ligações iminas formadas anteriormente a aminas, que 

são mais estáveis e menos propensas a sofrer hidrólise (MENEZES; FÈLIX, 1998).  

Os materiais sintetizados apresentaram coloração escura, assim como os nanotubos de 

carbono crus e boa resposta ao ímã de neodímio.  

 

6.2 CARACTERIZAÇÃO DO NANOTUBO DE CARBONO MAGNÉTICO DE ACESSO 

RESTRITO 

 

Na sequência serão apresentados os resultados e discussões para os diferentes ensaios 

de caracterização realizados para os materiais: magnetita, M-CNT e M-RACNT. 
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6.2.1 Microscopia eletrônica de transmissão  

 

A morfologia da magnetita e dos nanotubos de carbono, M-CNTs e M-RACNTs, foram 

avaliadas utilizando a microscopia eletrônica de transmissão (TEM). Como pode ser observado 

na Figura 13, a magnetita apresenta uma estrutura esférica e é possível observar sua presença 

junto aos M-CNTs (Figura 12B) e aos M-RACNTs (Figura 12C). Os M-RACNTs não foi 

possível observar a camada externa de BSA.  

 

Figura 13 - Imagens obtidas a partir da microscopia eletrônica de transmissão: magnetita (A), 

nanotubo de carbono magnético (B), e nanotubo de carbono magnético de acesso restrito (C). 

 

Fonte: Autor 
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6.2.2 Análises termogravimétrica 

 

As análises termogravimétricas para M-CNTs, M-RACNTs, magnetita (Fe3O4), CNTs 

e BSA comercial são mostradas na Figura 14 abaixo.  Como pode ser observado, em linhas 

gerais as TGs dos materiais M-CNT e M-RACNT demonstram que as perdas de massa mais 

significativas (aproximadamente 45%) ocorreram na faixa de 630 °C a 810  °C, e estas podem 

ser relacionadas com a degradação da matriz carbonácea  (THI MAI HOA, 2018). Condições 

de estabilidade foram obtidas a partir de 830 °C para Fe3O4, M-CNTs e M-RACNTs. Os CNTs 

crus perderam mais de 90% de sua massa inicial ao fim da análise, demonstrando que parte dos 

M-CNTs e M-RACNTs é formada pelas nanopartículas magnéticas.  

Os M-RACNTs apresentaram perda de massa (6%) entre 220 °C e 620 °C, devido à 

camada de BSA incorporada superficialmente. A BSA comercial também apresentou perda de 

massa entre 220 °C e 630 °C, devido a desnaturação e degradação das proteínas (ÇALIMLI et 

al., 2018).  

O pequeno ganho de massa observado para os CNTs comerciais para temperaturas 

abaixo de 400 °C provavelmente está relacionado com possíveis impurezas adquiridas do meio. 

Além disso, perdas de massa abaixo de 200 °C estão relacionadas à evaporação de H2O. 

 

Figura 14 - Curva TG do Fe3O4, BSA, CNT, M-CNT e M-RACNT. em atmosfera de ar 

sintético. 

 
Fonte: Autor 
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6.2.3 Espectroscopia no infravermelho  

 

Os espectros de infravermelho obtidos para o M-RACNT, bem como para seus 

intermediários de síntese são mostrados na Figura 15 abaixo. 

 

Figura 15 - Espectros de infravermelho para os M-RACNTs e seus intermediários de síntese. 

 

Fonte: Autor 

Nota: albumina sérica bovina comercial (BSA), nanotubo de carbono comercial (CNT), nanotubo de carbono 

magnético (M-CNT) e nanotubo de carbono magnético de acesso restrito (M-RACNT).  

 

Pela figura acima, pode-se observar que os materiais magnéticos apresentam bandas em 

600 - 550 cm-1, características do estiramento Fe-O, confirmando a existência de Fe e sua 

ligação com oxigênio. Para os CNTs, M-CNTs e M-RACNTs, as bandas em 1700 cm-1 

correspondentes a C=O de carbonilas e as bandas de 1300 – 1000 cm-1 podem sugerir a presença 

de C-O. As bandas observadas em 2300 cm-1 estão relacionadas ao CO2. 

No espectro da BSA comercial, pode-se observar bandas em: 1200 cm-1, correspondente 

a amidas III; 1100 cm-1, referente ao estiramento da ligação C-N; e 1650 cm-1, relacionada com 

a amida I. Ainda de acordo com a literatura, a região entre 1150 e 1000 cm-1 está associada aos 

grupos laterais dos aminoácidos presentes na BSA  (ROBERT M. SILVERSTEIN; FRANCIS 
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X. WEBSTER; KIEMLE DAVID J., 2014). A presença do BSA não foi observada com tanta 

clareza para os espectros dos M-RACNTs. Os nanotubos de carbono são materiais escuros e de 

alta simetria, gerando espectros mais ruidosos e com uma menor definição de bandas 

(ES’HAGHI; EBRAHIMI; HOSSEINI, 2011). 

 

6.2.4 Potencial zeta  

 

O estudo de potencial zeta permite inferir sobre a carga superficial dos materiais ao 

longo da faixa de pH. A superfície de um sorvente normalmente contém grupos químicos que 

sofrem ionização dependendo das condições do meio. Pela análise de potencial zeta é possível 

ainda determinar o ponto isoelétrico de um material. O ponto isoelétrico refere-se à condição 

em que o número de grupos ionizados positivamente se iguala ao número de grupos ionizados 

negativamente, resultando em um balanço nulo de cargas. Os resultados para os M-RACNT e 

para os seus intermediários de síntese são mostrados na Figura 16 abaixo.  
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Figura 16 - Potencial zeta em função do pH. CNT: nanotubos de carbono; BSA: albumina sérica 

bovina, MCNT: nanotubo de carbono magnético, e M-RACNT: nanotubo de carbono 

magnético de acesso restrito.  

 

Fonte: Autor 

 

O M-CNT apresentou ponto isoelétrico em 4,0 e o M-RACNT, em 4,6. O ligeiro 

aumento pode ser devido à incorporação da camada de BSA, tendo em vista que esta molécula 

isolada apresentou um potencial isoelétrico entre 4 e 5, assim como o descrito na literatura 

(MEDDA; MONDUZZI; SALIS, 2015). Pode-se observar ainda que o M-CNT apresentou 

potencial isoelétrico maior que o CNT, possivelmente devido à presença da magnetita. 

 

6.2.5 Difração de raio-X  

 

A difração de Raio-X é uma técnica pela qual é possível inferir sobre a estrutura 

cristalina, presença de impurezas, tensão estrutural e o espaçamento intercamadas de CNTs. O 

difratograma da amostra de magnetita apresentou padrão de DRX (Figura 17) referente à 

formação de um material constituído por uma única fase cristalina cúbica do tipo espinélio com 

os picos em 30, 35, 43, 53, 57 e 63 Ө. (NALBANDIAN et al., 2008). A estrutura cristalina 
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cúbica do tipo espinélio é característica de materiais de óxido de ferro, conhecido como ferritas, 

MFe2O4 (onde M pode ser Fe2+, Co2+, Zn2+, entre outros). A magnetita, Fe3O4 é um exemplo 

dessa estrutura sendo que seus íons oxigênio estão em um arranjo cúbico de face centrada e os 

íons metálicos Fe2+ e Fe3+ ocupam os sítios entre os íons oxigênio (KOROLEV; AREFYEV; 

RAMAZANOVA, 2008).  

Pela análise dos difratogramas referentes aos CNT, M-CNTs, e M-RACNT observa-se 

dois picos 2Ө = 25 e 43° que são característicos do grafeno e estão presentes no padrão de 

difração do CNT, sendo que a intensidade e a largura destes picos estão ligadas diretamente a 

orientação do nanotubo quanto ao feixe incidente de raio-X, as deformações de rede, ao número 

de camadas e variações de espaçamento entre essas (BELIN; EPRON, 2005).  

Pode-se dizer que a magnetita foi incorporada de forma adequada nos M-CNTs e M-

RACNTs devido à similaridade dos difratogramas dessas amostras. Não foi possível observar 

a incorporação da camada de BSA, pois esta apresenta um caráter amorfo.  
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Figura 17 - Difratogramas obtidos para magnetita (Fe3O4), nanotubo de carbono (CNT), 

nanotubo de carbono magnético (M-CNT), nanotubo de carbono magnético de acesso restrito 

(M-RACNT). 

 

Fonte: Autor 

 

6.3 EXCLUSÃO DE PROTEÍNAS 

 

Os materiais M-CNT e M-RACNT diferem entre si somente pela presença da camada 

de BSA no segundo caso. Esta camada é entrecruzada quimicamente e funciona como uma 

barreira protetora que impede a adsorção randômica de proteínas da amostra. Como pode ser 

visto na Figura 18 abaixo, M-RACNT excluiu uma maior porcentagem de BSA quando 

comparado com M-CNT, independente do pH avaliado. Esse resultado mostra que o M-
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RACNT sintetizado realmente é um material de acesso restrito capaz de evitar a adsorção de 

proteínas abundantemente presentes em matrizes como o leite.  

O pH 7,5 foi escolhido por ser um pH em que a BSA se encontra com carga superficial 

majoritariamente carregada negativamente (como demostrado no ensaio de potencial zeta 

(Figura 16)). Já o pH 4,1 reflete uma condição próxima a otimizada para a extração de Cd2+ e 

Pb2+ das amostras de leite.  

 

Figura 18 - Comparação da exclusão de albumina sérica bovina (BSA) pelos nanotubos 

magnético (M-CNT) e nanotubos magnético de acesso restrito (M-RACNT) em dois pHs 

diferentes. 

 

Fonte: Autor 

 

De acordo com Barbosa e colaboradores (2015), os mecanismos de exclusão podem ser 

relacionados com a repulsão eletrostática entre as proteínas do material e as proteínas presente 

na amostra, quando o pH do meio é diferente do ponto isoelétrico do material. 

Além disso, o impedimento estérico, devido à presença de um grupamento volumoso, 

também se torna uma barreira física para impedir a adsorção de proteínas (DE FARIA et al., 

2017a). 

 A significativa redução da exclusão de BSA em pH 4,1 muito provavelmente está 

correlacionada com a diminuição da carga líquida na superfície dos materiais e também do 
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menor grau de ionização das proteínas presente no meio; uma vez que o ponto isoelétrico, tanto 

da BSA quanto dos materiais é muito próximo de 4,1. Assim, o mecanismo de repulsão 

eletrostática se faz menos presente. 

 

6.4 CINÉTICAS E ISOTERMAS DE ADSORÇÃO  

 

Os resultados dos testes de cinética (Figura 19) mostraram um rápido equilíbrio entre os 

metais e os M-RACNTs: 3,0 e 5,0 min para Cd2+ e Pb2+, respectivamente. Solic et al. (2021) 

também verificaram que os íons Cd2+ e Pb2+ apresentavam uma cinética bastante rápida (com 

mais de 95,4% de extração antes de 5 min) quando em contato com os nanotubos de carbono 

de paredes múltiplas oxidadas (MWCNTs oxidados) (ŠOLIĆ et al., 2021). Contudo, ao 

contrário dos autores citados, que obtiveram qe (no equilíbrio) próximo de 3 mg g-1 para os dois 

metais, no presente trabalho os M-RACNTs apresentaram uma maior capacidade de extração 

para o Cd2+. 

Após os ajustes com os modelos não lineares (Figura 19, Tabela 3) foi verificado que a 

cinética de ordem fracionária melhor representou os dados obtidos para o Cd2+ (R² 0,94041 e 

Ferror 4,12619). Já para o Pb2+, o modelo de Elovich apresentou-se como o melhor entre os 

avaliados (R² 0,97388 e Ferror 4,15x10-13). O modelo de ordem fracionária considera possíveis 

mudanças em função da concentração do analito (OHS; KRÖDEL; WESSLING, 2018) e a 

cinética de Elovich assume que a superfície do material é energeticamente heterogênea 

(SALAM; AL-ZHRANI; KOSA, 2012) e que o mecanismo principal é a quimissorção 

(WANG; GUO, 2020). Contudo, ambos os metais apresentaram bons ajustes nos modelos 

acima citados.  

 

Tabela 3 - Resultados dos modelos de cinéticas ajustados.  

Modelo Equação Parâmetros  
Resultados 

Cd2+ Pb2+ 

Pseudo-

primeira 

ordem 

qt=qe{1-[exp(-K1t)]} 

qe (mg g-1) 6,17099 0,80950 

K1 (min-1) 3,10873 5,94564 

R2 0,69948 0,55998 

Ferror 0,28876 1,640x10-3 

Pseudo-

segunda 

ordem 

qt=
𝐾2𝑞𝑒²𝑡

1+𝐾2𝑞𝑒𝑡
 

qe (mg g-1) 6,40718 0,86360 

K2 (g mg-1 min-1) 0,87753 9,74514 

R2 0,86680 0,82158 
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Ferror 0,02804 3,55695x10-4 

Ordem 

fracionária 

qt=qe{1-exp[-

(KAVt)]nAV} 

qe (mg g-1) 6,64730 1,20832 

KAV (min-1) 2,14301 0,51563 

nAV 0,41545 0,23926 

R2 0,94041 0,97369 

Ferror 4,12619 5,958476 

Elovich 

 

qt=
1

𝑘
ln(nk)+ 

1

𝑘
 ln(t) 

 

k (g mg-1 min-1) 1,35893 9,88061 

n (mg g-1) 473,611 100,02809 

R2 0,91310 0,97388 

Ferror 4,813x10-9 4,153x10-13 

Fonte: Autor 

Nota: M-RACNTs: nanotubos de carbono magnéticos de acesso restrito; R2: coeficiente de determinação; 

Ferror: função erro; qe: quantidade de analito adsorvido por grama de material; t: tempo; K1: constanto do 

modelo pseudo-primeira ordem; K2: constante do modelo pseudo-segunda ordem; KAV: constante de Avrami; 

nAV: expoente de Avrami; k: constante de Elovich; n: taxa inicial de adsorção. 

 

 

Com os dados das isotermas de adsorção (Figura 19) foi possível calcular o qe máximo 

para os analitos. Valores de 100,7 e 3,9 mg g-1 foram obtidos para Cd2+ e Pb2+, respectivamente. 

Esses resultados estão de acordo com os preditos pelas cinéticas de adsorção.  

Os dados para o Cd2+ tenderam para a isoterma do tipo III, característica pela não 

formação de um platô e indicando que cada sítio receptor é ocupado por vários íons metálicos 

com a mesma energia (KHALFAOUI et al., 2003). Já a isoterma para o Pb2+ ficou mais próxima 

do tipo IV, indicando a presença de materiais mesoporosos, assim como os CNTs (KAJAMA, 

2015). O modelo de isoterma de Khan melhor ajustou os dados obtidos para Pb2+ (R² = 0,90775 

e Ferror = 1,06506). Já os resultados obtidos com o Cd2+ tiveram ajustes apenas com os modelos 

de Freundlich e de Redlich-Peterson (ambos com R² acima de 0,95 e Ferror similares) (Tabela 

4). Os resultados, para os dois metais, indicam uma superfície heterogênea com a possibilidade 

de adsorção em multicamadas (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020). O fato da tendência de 

crescimento e não formação do platô pode ajudar a explicar o não ajuste dos modelos de 

isotermas mais comuns para o Cd2+. 

Os CNTs podem adsorver metais pesados pela combinação de diferentes mecanismos: 

interação química, adsorção física e atração eletrostática (ETHAIB et al., 2022). Dessa forma, 

os íons metálicos podem atravessar a camada externa de BSA e atingir os CNTs. Além disso, 

os íons positivos também podem ficar retidos na camada externa de BSA por interação 

eletrostática ou por ligações covalentes, ajudando a explicar o bom ajuste dos dados de cinética 
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ao modelo de Elovich. Contudo, nos pHs utilizados (4,0 e 4,5) a interação eletrostática dos 

metais com a camada de BSA pode ser diminuída devido à proximidade do ponto isoelétrico 

da proteína. Por fim, estudos já demostraram que o Cd2+ pode se ligar covalentemente a grupos 

funcionais de aminoácidos de proteínas (exemplo: -OH, -COO-, -C = O, -SH, -S-S-, -NH2 and 

-NH (SUHARTONO et al., 2018) e que o Pb2+ também pode se ligar fortemente à BSA a partir 

do domínio I (N- terminal) ou do domínio II (AYRANCI; DUMAN, 2004; ZUORRO; 

LAVECCHIA, 2012) 

 

Figura 19 - Cinéticas e isotermas obtidas para cádmio (A e C) e para chumbo (B e D).  

 
Fonte: Autor 

Nota: qe refere-se à capacidade extrativa do nanotubo de acesso restrito e Ce é a concentração do metal no 

equilíbrio. 
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Tabela 4 - Resultados para os modelos de isotermas ajustados. 

Modelo Equação Parâmetros 
Resultados 

Cd2+ Pb2+ 

Langmuir qe=
𝑞𝑠𝐾𝐿𝐶𝑒

1+𝐾𝐿𝐶𝑒
 

qs (mg g-1) - 4,8728 

KL (min L-1) - 0,08424 

R2 - 0,80211 

Ferror - 3,4712 

Freundlich qe=KFCe
1/nF

 

KF (mg g-1) (L g-1)n 3,33x10-5 1,04196 

nF 0,30877 2,89948 

R2 0,95717 0,86288 

Ferror 9,36962 4,75738 

Sips qe=
𝑞𝑠𝐾𝑠(𝐶𝑒)𝑛𝑠

1+𝐾𝑠(𝐶𝑒)𝑛𝑠
 

qs (mg g-1) - 18,52335 

KS (mg L-1) - 0,05493 

ms - 0,4126 

R2 - 0,84873 

Ferror - 4,94600 

Redlich-Peterson 
qe=

𝐾𝑅𝐶𝑒

1+𝑎𝑅𝐶𝑒
𝑔 

0 ≥g ≥1 

KR (g L-1) 0,15094 1,0 

aR (mg L-1) -0,00881 0,58418 

G 1 0,76209 

R2 0,97214 0,84037 

Ferror 12,8754 4,29296 

Khan qe=
𝑞𝑠𝑏𝐾𝐶𝑒

 (1+𝑏𝐾𝐶𝑒 )
𝑎𝐾

 

qs (mg g-1) - 8,09195 

aK (L mg-1) - 1,97604 

bK - 0,02195 

R² - 0,90775 

Ferror - 1,06506 

Toth qe=
𝐾𝑇𝐶𝑒

(𝑎𝑇+𝐶𝑒)1/𝑡 

KT (mg g-1) - 0,78892 

aT (L mg-1) - -0,4586 

T - 1,68422 

R² - 0,85288 

Ferror - 5,17634 
Fonte: Autor 

Nota: M-RACNTs: nanotubos de carbono magnéticos de acesso restrito; R2: coeficiente de determinação; Ferror: 

função erro; qe: quantidade de analito adsorvido no equilíbrio por grama de material; qs: capacidade de saturação 

teórica; KL: constante de Langmuir; KF:  constante de Freundlich; nF: expoente de Freundlich3; KS:  constante 

de Sips; nS expoente de Sips; aK e bK:  constantes de Khan; KR e aR:  constantes de Redlich-Peterson; KT e aT:  

constantes de Toth; t: expoente de Toth. 

 

6.5 OTIMIZAÇÃO DO pH PARA A EXTRAÇÃO 

 

Os resultados para a avaliação do pH de adsorção são mostrados na Figura 20 abaixo. 

Como pode ser observado, os melhores resultados de extração foram obtidos nos pHs de 4,0 e 



68 

 

 

 

 

 

 

de 4,5; para Pb2+ e Cd2+, respectivamente. Segundo o diagrama de especiação do chumbo, entre 

os pHs 2,0 e 5,0 a forma predominante é o cátion divalente Pb2+ (SEGOVIA-SANDOVAL et 

al., 2019). O íon Pb2+pode apresentar interações de van der waals e interações eletrostáticas 

com os CNTs, o que possivelmente permitiu sua melhor extração, mesmo em pH próximo do 

ponto isoelétrico da BSA (4,9) e da caseína (4,8) (principal proteína do leite). Como pode ser 

observado nos gráficos de potencial zeta (Figura 15), os CNTs, mesmo sem a camada externa 

de BSA, só passam a ter uma superfície majoritariamente negativa em pH ≥ 4,0; auxiliando na 

interação eletrostática com os metais. Já o diagrama de especiação do cádmio mostra que a 

forma de cátion bivalente é predominante em pHs entre 2,0 e 9,0.  Os CNTs e a BSA (Figura 

15) não apresentam uma diferença de cargas significativa entre os pHs 4,5 e 7,0; por isso optou-

se por adotar o pH que apresentou maior média de absorbância (4,0 e 4,5; para Pb2+ e Cd2+, 

respectivamente). 

Valores de pH acima de 7,0 não foram avaliados pois a literatura relata que em pHs mais 

alcalinos, os hidróxidos podem complexar e precipitar muitos metais (LI et al., 2011). Além 

disso, as baixas taxas de adsorção que foram obtidas em pHs abaixo de 4,0 também podem estar 

relacionadas com a competição entre os hidrogênios presentes no meio e os metais para os 

mesmos sítios de ligação (STAFIEJ; PYRZYNSKA, 2008). 
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Figura 20 - Otimização do pH para o processo de extração de chumbo e cádmio, partindo da 

concentração de 500 μg L-1 para ambos. 

 

Fonte: Autor 

 

6.6 OTIMIZAÇÃO MULTIVARIADA PARA O PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO 

 

Os resultados dos experimentos para o design fatorial (25-1) são mostrados na Tabela 5 

abaixo.  

 

Tabela 5 - Design fatorial 25-1, com 16 experimentos (32 em duplicata); e os sinais 

analíticos para Pb2+ e Cd2+. 

FATOR 
Níveis  

Mínimo (-) Máximo (+) 

TE/ min 5 20 

TD/ min 5 20 

CE, HNO3/ mol L-1 0,1 1 

VE, HNO3/ mL 0,4 2,0 

M/ mg 10 30 

EXP 
Fator Absorbâncias  

TE TD CE VE M Pb2+ Cd2+ 

1 -(5) -(5) -(0.1) -(0.4) +(30) 0,013 0,015 0,465 0,419 
2 +(20) -(5) -(0.1) -(0.4) -(10) 0,052 0,058 0,283 0,295 
3 -(5) +(20) -(0.1) -(0.4) -(10) 0,022 0,02 0,260 0,260 
4 +(20) +(20) -(0.1) -(0.4) +(30) 0,023 0,03 0,562 0,503 
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5 -(5) -(5) +(1) -(0.4) -(10) 0,125 0,084 0,247 0,257 
6 +(20) -(5) +(1) -(0.4) +(30) 0,210 0,211 0,571 0,571 
7 -(5) +(20) +(1) -(0.4) +(30) 0,125 0,143 0,524 0,493 

8 +(20) +(20) +(1) -(0.4) -(10) 0,136 0,148 0,284 0,277 
9 -(5) -(5) -(0.1) +(2) -(10) 0,017 0,020 0,070 0,078 
10 +(20) -(5) -(0.1) +(2) +(30) 0,055 0,046 0,233 0,230 
11 -(5) +(20) -(0.1) +(2) +(30) 0,033 0,035 0,179 0,194 

12 +(20) +(20) -(0.1) +(2) -(10) 0,041 0,037 0,096 0,100 
13 -(5) -(5) +(1) +(2) +(30) 0,067 0,061 0,163 0,195 
14 +(20) -(5) +(1) +(2) -(10) 0,055 0,046 0,083 0,106 

15 -(5) +(20) +(1) +(2) -(10) 0,036 0,037 0,085 0,079 
16 +(20) +(20) +(1) +(2) +(30) 0,098 0,096 0,205 0,218 

Nota: TE: tempo de eluição; TD: tempo de dessorção; CE: concentração do eluente; VE: volume do 

eluente; M: massa do sorbente. 

 

Com base nos dados obtidos pelo planejamento, foi possível a construção dos Gráficos 

de Pareto (Figura 21), que representam os efeitos estimados obtidos por tratamento estatístico. 

As linhas verticais indicam o p-valor igual a 0,05 e quando as barras horizontais são maiores 

que esse valor, há significância dos fatores (a um nível de 95%).  

 

Figura 21 - Diagrama de Pareto para chumbo (A) e cádmio (B).  

  

Fonte: Autor 

 

As variáveis CE, VE, M, e TE apresentaram efeitos significativos para o Pb2+. Já para 

o Cd2+, as variáveis VE, M e TE foram significativas. Enquanto a variável TD não apresentou 

influência para nenhum dos metais avaliados, indicando que 5 min já eram suficiente para a 

eluição dos analitos adsorvidos. 
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Quando a massa de sorbente foi aumentada de 10 para 30 mg houve um efeito de 

contraste positivo para ambos os metais, o que era esperado uma vez que com o aumento da 

massa do M-RACNT há um aumento da área superficial para a adsorção dos analitos. Contudo, 

a massa de M-RACNT foi fixada em 30 mg para evitar o uso excessivo de material. Além disso, 

o volume de eluição foi fixado em 0,4 mL para o Pb2+ devido a seu efeito positivo na resposta 

analítica. O tempo de extração teve uma influência positiva e significativa para Pb2+ e Cd2+, 

mostrando que um maior tempo de contato é necessário para uma melhor extração dos analitos 

presentes na matriz fortificada pelos M-RACNTs. Por fim, o volume de dessorção teve uma 

influência negativa quando aumentado de 0,4 para 2,0 mL. Um menor volume de dessorção, 

desde que seja suficiente para a eluição dos analitos, leva a um maior fator de pré-concentração 

e, consequentemente, melhor resposta analítica.  

As variáveis mais significativas mostradas pelos Gráficos de Pareto foram selecionadas 

e otimizadas pela matriz de Doehlert. Dessa forma, CE e TE foram otimizadas para Pb2+, e VE 

e TE, para Cd2+. A Tabela 6 apresenta os níveis experimentais, assim como os resultados 

analíticos para ambos os metais.  

 

Tabela 6 - Níveis experimentais e respostas analíticas otimizadas pela matriz de Doehlert. 
Pb2+ Cd2+ 

Fator Níveis codificados e nível real Fator Níveis codificados e nível real 

CE/ 

mol L-1 

-1 

(0,1) 

-0,5 

(0,45) 

0 

(0,8) 

0,5 

(1,15) 

1 

(1,5) 

VE/ 

mL 

-1 

(0,4) 

-0,5 

(0,6) 

0 

(0,8) 

0,5 

(1,0) 

1 

(1,2) 

TE/ 

min 
 

-0,866 

(2) 

0 

(15) 

0,866 

(28) 
 

TE/ 

min 
 

-0,866 

(2) 

0 

(15) 

0,866 

(28) 
 

Exp 
Variáveis 

Absorbância Exp 
Variáveis  

Absorbância 
CE TE VE TE 

1 0,8 15 0,182 1 0.8 15 0,432 

1 0,8 15 0,178 1 0.8 15 0,390 

1 0,8 15 0,165 1 0.8 15 0,383 

2 1,5 15 0,165 2 1.2 15 0,310 

3 1,15 28 0,235 3 1.0 28 0,338 

4 0,1 15 0,019 4 0.4 15 0,507 

5 0,45 2 0,025 5 0.6 2 0,385 

6 1,15 2 0,093 6 1.0 2 0,261 

7 0,45 28 0,110 7 0,6 28 0,500 

Fonte: Autor 

 

Para duas variáveis, a matriz Doehlert consiste em um ponto central e mais seis outros 

pontos adicionais (TEÓFILO; FERREIRA, 2006). O nível real foi codificado como 0, e quatro 
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outras condições foram avaliadas para a primeira variável (-1; -0,5; 0,5 e 1) e duas, para a 

segunda (-0,866 e 0,866). As superfícies de resposta para os valores mais significativos são 

mostradas abaixo (Figuras 22 e 23).  

 

Figura 22 - Superfície de resposta para o Pb2+, a partir do estudo do tempo de extração (TE) e 

da concentração do eluente (CE). 

 

Fonte: do autor. 

 

Analisando a superfície de resposta, é possível verificar que a melhora do sinal analítico 

é bastante dependente da concentração do eluente (HNO3). Para o aumento de 0 até próximo de 

1,2 mol L-1, há um aumento significativo nos valores de absorbância. Tuzen et al. (2008) 

também observaram que a recuperação de Pb após a extração com MWCNTs, aumentou de 85 

para 97% quando a concentração do HNO3 foi aumentada de 0,5 para 1,0 mol L-1  (TUZEN; 

SAYGI; SOYLAK, 2008). Além disso, ainda pode-se perceber, através da superfície de 

resposta, uma melhora na extração com os tempos mais longos de contato. No entanto, após 28 

min a melhora deixa de ser significativa, mostrando que esse tempo já é suficiente para 

promover o equilíbrio de extração dos metais a partir do leite fortificado. Os níveis máximos 

obtidos foram TE= 28 min e CE = 1,26 mol L-1. 
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Figura 23 - Superfície de resposta para o Cd2+, a partir do estudo do tempo de extração (TE) e 

do volume de eluição (VE). 

 

Fonte: Autor 

 

A partir da superfície foi possível observar uma diminuição significativa da absorbância 

com o aumento do volume do solvente extrator (de 0,3 para 1,3 mL), tal qual como previsto 

pelo Diagrama de Pareto. O volume de 0,4 mL de HNO3 foi escolhido devido a sua adequada 

resposta analítica e também por permitir uma agitação mais adequada com os M-RACNTs e 

um maior volume para a injeção no FAAS, quando comparado ao volume de 0,3 mL). Assim 

como para o Pb2+, tempos maiores de contato entre o sorbente e a amostra de leite foram 

necessários para uma melhor recuperação dos metais. Os níveis máximos obtidos foram TE= 

28 min, e VE = 0,4 mL. 

Os resultados otimizados da etapa de preparo de amostras (d-SPE) são mostrados na 

Tabela 7 abaixo. 

 

Tabela 7 - Condições otimizadas para o processo de extração e eluição dos metais pelos 

nanotubos de carbono magnético de acesso restrito (M-RACNT). 

Parâmetro 
Analito 

Pb2+ Cd2+ 

Volume amostra 45 mL 45 mL 
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Massa M-RACNT 30 mg 30 mg 

pH da amostra 4,0 4,5 

Tempo de extração 28 min 28 min 

Eluente HNO3 (1,26 mol L-1) HNO3 (1,00 mol L-1) 

Volume eluente 0,4 mL 0,4 mL 

Tempo de dessorção 5 min 5 min 

 

 

6.7 AVALIDAÇÃO DOS MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

As curvas de calibração feitas a partir do leite fortificado (n=5) são mostradas na Figura 

24 abaixo. Como pode ser observado, os dados foram adequadamente ajustados com o modelo 

linear, obtendo-se coeficientes de determinação (R²) superiores a 0,994 (Tabela 8); assim como 

o exigido pelos guias de validação. Os métodos analíticos foram validados utilizando leite 

fortificado para que possíveis efeitos e interferências de compostos da matriz já fossem 

considerados.  

Além disso, a faixa de trabalho comporta os limites máximos de resíduos (MRLs, do 

inglês maximum residue level) para chumbo (20 μg L-1) e cádmio (50 μg L-1) estabelecidos pela 

ANVISA. Dessa forma, o método desenvolvido pode ser adequadamente aplicado para as 

análises desses metais.  
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Figura 24 - Curva de calibração para chumbo (A) e curva de calibração para cádmio (B). Ambas 

as curvas foram obtidas a partir de leite fortificado, extraído com os M-RACNTs e analisados 

por absorção atômica.  

  
Fonte: Autor 

 

Para uma maior confiabilidade, os valores de LOQs (Tabela 8) foram mantidos como 

os primeiros pontos da curva de calibração; ou seja 10 µg L-1, para ambos os metais. Já os 

valores calculados de LOD (Tabela 8) foram de 1,9 µg L-1 para Pb2+ e 3,0 µg L-1 para Cd2+. Os 

valores dos LOQs são menores do que a metade dos MRLs. 

Os resultados para precisão e exatidão inter e intra-dia também são mostrados na Tabela 

8 abaixo. Para a precisão, RSD (%) ≤ 19,2 foram obtidos Pb2+ e DPR% ≤ 17,0 para Cd2+. Já 

para a exatidão, valores entre –19,9 e 12,5 foram obtidos para Pb2+ e valores entre –17,9 e 18,0; 

foram obtidos para a Cd2+. Esses resultados estão de acordo com os preditos pelos guias de 

validação utilizados.  

 

Tabela 8 - Figuras de mérito para a determinação de Pb2+ e Cd2+ em amostras de leite 

fortificadas. 

Parâmetro Pb2+ Cd2+ 

Equação Abs = 0,00087[Pb2+] + 0,0034 Abs = 0,00127[Cd2+] - 0,00055 

R2 0,9967 0,9947 

LOD (µg L-1) 1,9 3,0 

LOQ (µg L-1) 10,0 10,0 

   

 Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia 

Precisão 

(RSD, %) 

10 µg L-1 7,3 16,6 19,2 13,3 

50a or 100b µg 

L-1 
6,5 

17,0 
5,0 10,1 
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150 µg L-1 2,1 15,7 8,4 14,5 

      

Exatidão 

(RE, %) 

10 µg L-1 -18,0 -19,9 7,2 18,0 

50a or  

100b µg L-1 
12,5 -8,5 1,2 -17,9 

150 µg L-1 -3,0 -5,4 1,0 1,5 

Nota: a  para Pb2+ e b para Cd2+. 

 

6.8 ENSAIO DE ROBUSTEZ 

 

Como pôde ser observado nos Gráficos de Pareto obtidos (Figura 25), nenhum dos 

parâmetros analisados foi significativo (p-valor < 0,05). Dessa forma, pode-se dizer que 

pequenas variações para: velocidade de agitação, concentração do eluente (HNO3), massa de 

M-RACNT, tempo de dessorção, tempo de extração, não causam alterações significativas para 

a técnica de d-SPE e o método de determinação de Pb2+ e Cd2+ por FAAS, assegurando a 

robustez dos métodos analíticos otimizados.  

 

Figura 25 - Diagrama de Pareto obtido após o ensaio de robustez para Pb2+ (A) e Cd2+ (B). 

Fonte: Autor  

Nota: CE: concentração do solvente de eluição; M: massa de M-RACNTs; TD: tempo de dessorção; TE: tempo 

de extração; V: velocidade de agitação; VA: volume de amostra; VE: volume do solvente de eluição. 

 

Mesmo não sendo significativo, a velocidade de agitação foi o parâmetro com maior 

alteração nos sinais analíticos para ambos os metais, provavelmente devido a maior diferença 
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estabelecida para esse parâmetro (500 rpm). Esse resultado reforça a importância do contato 

entre os M-RACNTs e os analitos para uma extração efetiva.  

 

6.9 ANÁLISE DE AMOSTRAS REAIS 

 

     Os sinais analíticos encontrados para as seis marcas analisadas foram próximos aos 

obtidos para as amostras branco, indicando que a concentração de Pb2+ ou Cd2+ nas amostras 

de leite local estavam abaixo do LOQ e, consequentemente, dentro dos limites estabelecidos 

pela Anvisa.  

Por fim, a Tabela 9 traz a comparação do método desenvolvido nesse trabalho com 

outros já presentes na literatura e utilizados para a determinação de Pb2+ e Cd2+ em amostras de 

leite. Pela tabela é possível observar que os métodos em sua maioria utilizam o procedimento 

de mineralização para o tratamento das amostras. No método proposto, evita-se o uso de 

elevadas temperaturas, pressões e volumes de ácidos e agentes oxidantes. Os M-RACNTs 

foram eficientes para a extração dos metais a temperatura ambiente é utilizando um baixo 

volume de ácido (apenas 0,4 mL de HNO3 para a etapa de eluição dos metais sorvidos). Além 

disso, o método desenvolvido apresentou LOQs semelhantes ou menores que outros 

empregando FAAS (BORAHAN et al., 2019; BOUDEBBOUZ et al., 2022; CAPCAROVA et 

al., 2019; HASAN; KABIR; MIAH, 2022), sensores (PALISOC et al., 2019), ou técnicas 

consideradas mais sensíveis, como a ICP-MS (SUJKA et al., 2019). Ainda pode-se dizer que a 

d-SPE com os M-RACNTs pode ser mais simples e mais rápida que metodologias quem 

utilizam mineralização ou vários ciclos de d-SPE seguidos de microextração líquido-líquido 

(PARVIZZAD; SOROURADDIN; FARAJZADEH, 2022). Essas características vantajosas 

somadas à adequada validação do método proposto, mostram que os M-RACNTs são eficientes 

para a extração de metais de amostras complexas e que o método desenvolvido pode ser 

aplicado em análises de rotina para verificar a qualidade de leites para consumo.  

 

Tabela 9 - Comparação do método proposto com outros da literatura. 
Metal Amostra Técnica 

analítica 

Preparo de 

amostra 

LOQ Faixa 

analítica 

Referência 

Pb, Cd, 

Cu, e Zn 

Leite e 

derivados 

ICP-MS Mineralização 7,0 (Cd) e 10 

(Pb) µg Kg-1 

- (SUJKA et 

al., 2019) 
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Al, Cr, Fe, 

Cu, Zn, 

As, Cd, e 

Pb 

Leite cru ICP-MS Mineralização 0,8 (Cd) e 2,0 

(Pb) µg Kg-1 

0,01-50  

µg Kg-1 

(MONTEV

ERDE et 

al., 2022) 

Pb, Cd, 

Cu, e Zn 

Leite 

pasteurizado 

Análise 

voltamétrica 

Mineralização - - (FEIZI et 

al., 2020) 

Pb, Cd, Cr, 

Cu, Ni, Fe, 

e Zn 

Leite cru FAAS Mineralização 10 (Cd) e 12 

(Pb) µg Kg-1 

- (BOUDEB

BOUZ et 

al., 2022) 

Ca, Cd, 

Cu, Fe, Na, 

Ni, Pb, e 

Zn 

Leite FAAS Mineralização 120 (Cd) e 141,1 

(Pb) µg L-1 

- (CAPCAR

OVA et 

al., 2019) 

Cd e Pb Leite Sensor 

eletroquímic

o 

Mineralização 

assistida por 

ultrasonicação 

0,2 (Cd) e 0,4 

(Pb) µg L-1 

1-60 µg 

L-1 

(YAO; 

WU; 

PING, 

2019) 

Cd e Pb Leite UHT-

ultraprocessado 

Voltametria 

anódica 

Mineralização 

assistida por 

ultrasonicação 

24,38 e (Cd) 

103,57 (Pb) 

µg L-1 

10-150  

µg L-1 

(PALISOC 

et al., 

2019) 

Al, Zn, As, 

Cu, Cr, 

Mn, Pb, 

Ag, Cd, e 

Sb 

Leite cru ICP-MS Mineralização 0,04 (Cd) e 

0,065 (Pb) µg L-

1 

- (KOYUNC

U; 

ALWAZE

ER, 2019) 

Fe, Cu,Mg, 

Zn, Pb, Cd, 

Cr, e As 

Leite cru e leite 

pasteurizado 

AAS Mineralização 10 µg L-1 10 – 

5000 

g L-1 

(HASAN; 

KABIR; 

MIAH, 

2022) 

Cu e Pb Leite FAAS Precipitação 

de proteínas 

seguida por 

MDSPE e 

DLLME 

0,75 (Pb) µg L-1 0,75-40 

g L-1 

(PARVIZZ

AD; 

SOROUR

ADDIN; 

FARAJZA

DEH, 

2022) 

Pb Leite cru SQT-FAAS DES-LPME 29,0 µg L-1 50-1000 

g L-1 

(BORAHA

N et al., 

2019) 

Cd e Pb Leite FAAS d-SPE com M-

RACNTs 

10 µg L-1 10 – 150 

g L-1 

Esse 

trabalho 

AAS: espectrometria de absorção atômica; DES-LPME: microextração de fase líquida à base de solvente 

eutético profundo; DLLME: extração líquido-líquido dispersiva; d-SPE: extração em fase sólida dispersiva; 

FAAS: espectrometria de absorção atômica com chama; ICP-MS: espectrometria de massas com plasma 

indutivamente acoplado; MDSPE: extração em fase sólida dispersiva magnética; SQT-FAAS: espectrometria 

de absorção atômica de tubo de quartzo com chama. 
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7 CONCLUSÃO 

 

O M-RACNT foi adequadamente sintetizado, caracterizado e utilizado como sorvente 

para a extração de Pb2+ e Cd2+ de amostras de leite. Além disso, os M-RACNTs apresentaram 

maior exclusão de proteínas que os M-CNTs para soluções de BSA preparadas em pH 7,5 e em 

pH 4,0. 

A técnica de d-SPE foi otimizada e o método proposto foi totalmente validado, 

apresentando detectabilidade, linearidade, precisão, exatidão e robustez adequadas. Ademais, o 

método se provou robusto para os sete parâmetros avaliados pelo teste de Youden. Níveis traço 

de Pb2+ e Cd2+ puderam ser extraídos e os LOQs obtidos foram metade dos limites máximos 

permitidos pela ANVISA, mostrando a eficiência da técnica para análises desses metais nas 

amostras de leite.  

Uma das principais vantagens do uso da d-SPE é a não necessidade da digestão das 

amostras. A digestão é a principal técnica encontrada na literatura para a determinação de íons 

metálicos, e faz uso de condições elevadas de temperatura, pressão e volume de ácidos e 

reagentes oxidantes. Dessa forma, na técnica desenvolvida nesse trabalho apresenta condições 

mais brandas e mais seguras. Além disso, a metodologia pode ser considerada simples, com um 

baixo consumo de solventes e apresenta vantagens de uso comparado com protocolos de 

mineralização. 

O método desenvolvido foi aplicado em seis amostras reais de leite adquiridas no 

comércio local (Alfenas-MG) e todas elas apresentaram concentrações dos metais abaixo do 

limite máximo permitido pelas agências regulamentadoras, indicando que estão adequadas para 

o consumo.  
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